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INULA VISCOSA BIiTKi EKSTRAKTININ SAGLIKLI VE KANSER HUCRE
HATLARI UZERINDEKI SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Bitki ekstraktlar1 yilizyillardir geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkisel
kaynakl iiriinler, i¢cerdikleri fenolik yapidaki bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal,
antidiyabetik ve antiinflamatuar aktiviteleri gibi 06zellikleri sebebiyle c¢esitli
hastaliklarin tedavisinde veya dnlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Inula viscosa
bitkisi, bilinen diger adlariyla kanser otu ya da sar1 andiz otu, geleneksel tipta uzun
yillardir yer alan fakat etkinligi tam ispatlanamamis Asteraceae familyasina ait bir
bitkidir. Inula viscosa bitkisinin 6zellikle antiinflamatuar, antipiretik, antiseptik ve
antiphlogistik aktiviteleri bilinmekte ve c¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Fakat Inula viscosa gibi bitkisel triinlere ulasilabilirligin kolay
olmasi ve dogadan gelenin her zaman zararsiz olacagina dair yanls diisiinceler bitkisel
kaynakli iiriinlerin bilingsiz tiikketilmesine ve olas1 toksik etkilerin olusmasina yol
acmaktadir. Bu tez calismasinda, Inula viscosa bitkisinin su ve metanol ekstraktlar
olmak iizere iki farkli ekstraktin saglikli akciger (BEAS-2B) ve kanserli akciger
(A549) hiicre hatt1 lizerinde olas1 sitotoksik ve genotoksik/antigenotoksik etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda, Inula viscosa bitkisinin su ve
metanol ekstraktlarinin her iki hiicre hatt1 lizerindeki olasi sitotoksik etkileri notral
kirmizis1 alim yontemi (NKA) ve 3-[4,5-dimetilltiyazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolium
bromid (MTT) yontemi ile belirlenmis, hangi ekstraktin A549 hiicre hatti iizerinde
daha 1yi antiproliferatif etki gosterdigi arastirilmistir. Ayrica sitotoksik etki
gostermeyen konsantrasyon araliklarinda hem genotoksik etkileri hem de oksidatif
hasara neden olan hidrojen peroksite (H202) kars1 antigenotoksik etkileri BEAS-2B
ve A549 hiicre hatlar1 iizerinde tek hiicre jel elektroforez (Comet) yontemi ile
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, her iki hiicre hattinda da 10-100 pg/ml
konsantrasyon aralifinda sitotoksik etki gozlenmezken, 250-1000 pg/ml
konsantrasyon araliginda sitotoksik etki gozlenmistir. Sitotoksik etkinin gézlenmedigi
10-100 pg/ml konsantrasyon aralifinda, BEAS-2B hiicre canlilifi A549 hiicre
canliligindan fazladir. Ayrica, Inula viscosa bitki ekstraktlarindan metanol ekstrakti
A549 hiicre hatt1 iizerinde BEAS-2B hiicre hattina kiyasla daha iyi antiproliferatif etki
gostermistir. Diger yandan, Inula viscosa’nin her iki hiicre hatt1 izerinde genotoksik
etki gosterdigi, BEAS-2B hiicre hatt1 lizerinde antigenotoksik etkinin bulunmadigi
fakat A549 hiicre hatt1 lizerinde metanol ekstraktinin antigenotoksik etki gdsterdigi
saptanmistir.

Anahtar Kkelimeler: Ilnula viscosa, sitotoksisite, genotoksisite, antigenotoksisite,
akciger kanseri, comet
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INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF
INULA VISCOSA PLANT EXTRACT ON HEALTY AND CANCER CELL
LINES

SUMMARY

Plant extracts have been widely used in traditional medicine for centuries. Plant-
derived products play an important role in treatment or prevention of various diseases
due to their antioxidant, antimicrobial, antidiabetic and antiinflammatory activities.
Inula viscosa is a plant which belongs to the Asteraceae family and known as woody
fleabane, sticky fleabane and yellow fleabane. It has been used in traditional medicine
for many years, but its effectiveness has not been fully proven yet. The
antiinflammatory, antipyretic, antiseptic and antiphlogistic activities of the Inula
viscosa plant are known and it is used in the treatment of various types of cancer.
However, the fact that herbal products such as Inula viscosa are easily accessible and
thought that what comes from nature will always be harmless leads to unconscious
consumption of herbal products and possible toxic effects. In this thesis, it was aimed
to investigate the possible cytotoxic and genotoxic/antigenotoxic effects of two
different extracts ( water and methanol) of Inula viscosa plant on healty lung (BEAS-
2B) and cancerous lung (A549) cell lines. Within the scope of the thesis study, the
possible cytotoxic effects of water and methanol extracts of Inula viscosa on both cell
lines were determined by neutral red uptake method (NRU) and 3-[4,5-dimetilltiyazol-
2-il]-2,5 difenil tetrazolium bromid (MTT) method. Also, it was investigated which
extract had a better antiproliferative effect on the A549 cell line. In addition, both
genotoxic and antigenotoxic effects against hydrogen peroxide (H20O.), which causes
oxidative damage were evaluated by single cell gel electrophoresis (Comet) at the non-
cytotoxic concentrations. As a result of this study, while no cytotoxic effect was
observed at the 1-100 pg/ml concentration range in both cell lines, cytotoxic effect
was observed at the 250-1000 pg/ml concentration range. BEAS-2B cell viability is
higher than A549 cell viability at the non-cytotoxic concentrations. Besides, methanol
extract of Inula viscosa showed better antiproliferative effect on A549 cell line
compared to BEAS-2B cell line. On the other hand, it was determined that, Inula
viscosa had a genotoxic effect on both cell lines, no antigenotoxic effect on the BEAS-
2B cell line, but methanol extract of Inula viscosa had an antigenotoxic effect on the
A549 cell line.

Keywords: Inula viscosa, cytotoxicity, genotoxicity, antigenotoxicity, lung cancer,
comet
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1. GIRiS

Son yillarda dogal iirlinlerin ve tibbi bitkilerin kullanimi, hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavi edilmesi amaciyla giderek yayginlasmaktadir. Bitkisel iirlinlerin ucuz, kolay
ulasilabilir olmas1 ve dogal igeriklerden zarar gelmeyecegi diisiincesi, bitkilerin ve
bitkisel kaynakli iiriinlerin bilingsiz olarak kullanimini arttirmaktadir. Giiniimiizde
antimikrobiyal, antidiyabetik, antiinflamatuar ve antioksidan gibi 6zelliklere sahip ¢ok
sayida bitkisel ajan cesitli hastaliklar1 tedavi etmekte kullanilmakta ve bu bitkisel
ajanlardan bazilarinin deney hayvanlarn iizerindeki in vivo caligmalar sonucunda
timor olusumunu engelledigi iddaa edilerek kansere karsi kullanilabilecegi
savunulmaktadir.

Geleneksel tipta binlerce yildir bitkiler ya da bitkisel kaynakli ajanlar farkli amaglarla
kullanilmaktadir. Son zamanlarda bu alternatif bitkisel {riinlerin 6zellikle kanser
lizerine olan etkilerinin arastirllmasit ve gelistirilmesi i¢in bircok c¢alisma
yapilmaktadir. Bu ¢caligmalar sonucunda elde edilen verilere gore, bazi bitkilerin saglik
tizerinde olumsuz etkilere sahip olabilecegi ya da diger kullanilan ilaglarla etkilesime
girme potansiyeline sahip olabilecekleri de bildirilmektedir. Buna ragmen bu tiir
bitkilerin saglik i¢in potansiyel riskleri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Bu bitkilerin
geleneksel tipta ilag olarak insanlar tarafindan uzun siireli kullanimlarina bagl olarak,
insan viicudunda diisiik toksik etkiye sahip olabilecegi unutulmamalidir. Bir¢ok
calisma, antioksidan etkili fenolik bilesiklerin diisiik konsantrasyonlarda antioksidan
etki gosterirken ayni bilesigin  yiiksek konsantrasyonda prooksidan etki
gosterebilecegini One slirmektedir. Bazi bitkisel kaynakli bilesiklerin yapilan in vivo
ve in vitro ¢aligmalarda sitotoksik, genotoksik veya mutajenik etkilerinin bulundugu
ortaya konulsa da bunun tersini iceren ¢aligmalar da mevcuttur. Fenolik yapidaki
bitkisel bilesiklerin kimyasal ve farmakolojik etkilerinin bilinmesi, insan sagligini
tehdit eden olas1 riskleri ve/veya istenmeyen etkilerinin ortaya c¢ikarilmasi ve
bilesiklerin uygun konsantrasyonlarda kullanimin saglanmasi i¢in daha ayrintili

calismalara gerek duyulmaktadir (Balasundram ve dig, 2006; Bacanli ve dig, 2015).



Diinyanin bir¢ok yerinde geleneksel olarak kullanilan bitkilerden biri de kanser otu ya
da yapiskan andiz otu olarak bilinen Inula viscosa bitkisidir. Inula viscosa, Akdeniz
havzasinda dogal ortamda yetisen, giiclii bir kokuya sahip, aromatik, Asteraceae
familyasina ait ¢cok yillik yabani bir ottur. Inula viscosa’nin, geleneksel tipta yillardir
antiinflamatuar, antipiretik, antiseptik ve antiphlogistik aktiviteleri bilinmekte ve
ozellikle kanser hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir ( Al-Eisawi, 1998).

Bu tez ¢calismasinin amaci, alternatif tipta Gnemli bir yeri olan ancak saglik lizerindeki
etkisi halen tam olarak ortaya konulamamis olan /. viscosa bitkisinin normal ve kanserli
akciger hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik etkisini
incelemektir. Literatiir arastirmalart dogrultusunda bu hiicreler iizerindeki etkiler
hakkinda bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu dogrultuda, Lviscosa bitkisinin hem su
hem de metanol ekstraktlarinin hazirlanmasi, BEAS-2B ve AS549 hiicre hatlar
tizerinde sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik etkileri incelenerek, akciger kanseri
tizerinde Onleyici veya tedavi edici etkiye sahip olup olmadigi ve hangi bitki
ekstraktinin  A549 hiicre hatti lizerinde daha iyi antiproferatif etki gosterdigi
arastirilmasi hedeflenmistir. Bu ¢alismada olasi sitotoksik etkiler notral kirmizisi alim
yontemi (NKA) ve 3-[4,5-dimetilltiyazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolium bromid (MTT)
yontemi ile belirlenmis, sitotoksik etki gostermeyen konsantrasyonlarda hem
genotoksik etkilerinin hem de oksidatif hasara neden olan hidrojen peroksite (H202)
kars1 antigenotoksik etkileri tek hiicre jel elektroforez (Comet) yontemi ile

arastirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Tibbi Bitkilerin Geleneksel Tipta Kullanimi

Tibbi bitkiler ve dogal {iriinler, bireylerin mevcut saglik durumlarinin korunmasi,
goriilen hastaliklarin 6nlenmesi veya tedavi edilmesi gibi sebeplerden dolay1
ylizyillardir geleneksel tipta kullanilmaktadir (Bacanli ve dig, 2015). Bitkiler,
biyolojik olarak aktif kimyasallarin ana kaynaklar1 arasinda sayilmaktadir. Avrupa ve
ABD’deki regeteli iiriinlerin yaklasik %50’sinin dogal iirlinleri veya bunlarin
tiirevlerini igerdigi tahmin edilmektedir. Ancak, Diinyadaki 500.000°e yakin bitki
tiriinden sadece %1-10"unun kimyasal ve farmakolojik olarak potansiyel tibbi
ozellikleri bilinmektedir (Talib ve Mahasneh, 2010). Diger yandan bu tiir bitkiler bazi
durumlarda olumsuz etkilere sebep olabilir veya diger ilaglarla birlikte tiiketildigi
takdirde etkilesime girebilirler. Son yapilan arastirmalar, gida olarak tiiketilen veya
geleneksel tipta kullanilan bir¢ok bitkinin in vitro ve in vivo deneylerde mutajenik,
sitotoksik ve genotoksik etkilere sahip oldugunu gostermistir (Celik ve Aslantiirk,

2010).

Kimyasal ve farmakolojik etkileri bilinmeyen bitkilerin yanisira, sayica az bir kisminin
medikal uygulama alanlar1 bilinmektedir. Teucrium polium (ac1 yavsan), Phagnalon
rupstre (kaya bozgalis1) ve Inula viscosa (kanser otu, yapiskan andiz otu) gibi bitkiler
kanser iilser, diyabet, bobrek taglari, iltihaplar, romatizma ve kas gevsemesi gibi

hastaliklar1 hafifletmek i¢in recgete edilir (Talib ve Mahasneh, 2010).

Antimikrobiyal, antidiyabetik, antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliklere sahip oldugu
diisiiniilen bitkisel etkin maddeler giinlimiizde gesitli hastaliklara kars1 tedavi edici
olarak kullanilmakta dahasi bazi bitkisel kaynakli maddelerin yapilan hayvan
deneyleri sonucunda tiimor inhibisyon oOzelligine sahip olduklar1 iddaa edilerek
kansere karsi antikanser ilaci olarak kullanilabilecekleri savunulmaktadir

(Balasundram ve dig, 2006).



2.2 Tibbi Bitkiler ve Kanser

2.2.1 Kanser

Kanser, diinyada hastalik ve liim oranlarinin artisina sebep olan nedenler arasinda
oldukca dikkat ¢eken bir hastaliktir. Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci onde gelen Olim nedeni olup diinya genelinde sekiz Olimiin birinden
sorumludur. Kiiresel olarak, kanser 6liimlerinin sayisinin 2030 tarihi itibariyle 11,5

milyona ytlikselecegi tahmin edilmektedir (Desai ve dig, 2008).

2.2.1.1 Kanser olusum ve gelisim mekanizmasi

Kanser, normal biiytime 6zelliklerini kaybetmis hiicrelerin sayica artmasiyla gelisen
genetik hastaliklar arasinda goriilme orani en yiiksek ve en karisik mekanizmaya sahip
olan hastalik tiiriidiir. Bat1 diinyasinda her ii¢ kisiden birinde kanser gelismekte olup
her bes kisiden biri gelisen kanser yiiziinden yasamini yitirmektedir (Yokus ve dig,
2012).

DNA dizisinde bulunan anormalliklerin (mutasyonlar) kanser olusumuna neden
oldugu bildirilmektedir. Yasam boyunca, mutajenlere maruz kalan insan
hiicrelerindeki DNA, replikasyon sirasinda hatalarla karsilasir, bu da her hiicrenin
DNA dizisinde ilerleyici, gii¢ farkedilebilen degisikliklere yani mutasyonlara neden
olur. Bazen, bu somatik mutasyonlardan biri, i¢inde bulundugu hiicreye bir biiyiime
avantaj1 saglayan ve bu hiicreden tiiretilen genisletilmis bir klonun ortaya ¢ikmasina
neden olan kritik bir genin islevini degistirir. Ilgili hedef genlerdeki ek mutasyonlar ve
bunun sonucundaki klonal genisleme dalgalari, ¢gevre dokular istila eden ve metastaz

yapan hiicreler tiretir (Futreal ve dig, 2001).

Kanser gelisim evresinde tiimor hiicreleri sayica birden c¢ok ve cesitli fenotipik
ozellikler kazanir. Bu kazanilan 6zellikler tiimor hiicrelerine sinirsiz bdliinme ve
yayllma avantaji verirken diger dokular1 da rahatlikla istila etme firsat1 yaratir.
Boylelikle, kanser hiicreleri bulunduklar1 6zgiin ¢evre disinda bagimsiz hareket etme
yetenekleri elde ederek diger dokular iizerinde de etkilerini siirdiirebilirler (Dogan ve

Giig, 2004).



2.2.1.2 Kansere sebep olan etkenler

Kanser multifaktdriyel bir hastalik olup olusum sebepleri arasinda bakteriler, viriisler,
zararh aligkanliklar, radyasyon, kalitim, ¢evresel faktorler, kimyasallar gibi bir ¢ok
etken kanser olusumuna sebebiyet vermektedir. Bu faktdrler arasinda kalitim yoluyla
kanserin olusum orani g¢evresel faktorlerin sebep olmasi oranina gore daha azdir.
Ancak iki etkinin birlesimi kansere yakalanma olasiligint tetikleyebilmektedir.
Ornegin, tiimér gelisimini 6nleyen tiimdr baskilayici genlerdeki genetik hasarin
kalitim yoluyla aktarilmasmin yanisira sigara gibi bir kanserojenin bu hasara ilave
olarak tiiketilmesi bireylerin kansere yakalanma potansiyellerini arttirabilmektedir

(Yokus ve dig, 2012).

2.2.1.3 Akciger kanseri

Akciger kanseri, Diinya’da; erkekler arasinda en sik rastlanan, kadinlar arasinda ise
goriilme siklig1 agisindan {igiincii sirada yer alan kanser tiiriidiir. Bu kanser tiiriiniin
ortaya ¢ikmasinda genetik ve cevresel faktorler etkilidir. Sigara, akciger kanserine
yakalanma olasiligin1 %80-90 oraninda arttirmaktadir. Alkol basta olmak iizere,
arsenik iceren i¢gme suyunun tiiketilmesi ve beta-karoten takviyelerinin yiiksek
konsantrasyonlarda alinmasi akciger kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir.
Ayrica, kirmizi et ve islenmis etin ¢okca tiiketilmesinin akciger kanseri riskini

arttiracagina dair ¢aligmalar mevcuttur (IARC, 2018).

2.2.1.4 Kanser tedavisinde uygulanan yontemler

Kemoterapi, kanser tedavisinde rutin olarak kullanilan yontemdir. Kanser hiicreleri
normal hiicrelerde bulunan diizenleyici fonksiyonlarin ¢ogundan yoksun olduklari
i¢in, boliinmelerinde engel tanimazlar. Bu 6zellik kanser hiicrelerini kemoterapdtik
ilaglara kars1 duyarli hale getirir. Bu durum sistemik olarak ila¢ kesfi ve gelisimine
katki saglanmis olup kemoterapétik ilag koleksiyonunun olusumunu saglamaktadir.
Ancak, saglanan bu cesitlilik kemoterapotik yontemin kendi iginde problemler
yasamasinin oniine gecememistir. Kemoterapdtik tedavilerin bir sonucu olarak organ
toksisiteleri ve sitemik toksisite olusabilir. Kardiyotoksisite, bobrek toksisitesi,
mesane toksisitesi ve miyelotoksisite kemoterapotik tedavilerde kullanilan ajanlarin

sebep oldugu toksisitelerdir (Fraiser ve dig, 1991; Desai ve dig, 2008).



Kemoterapdtik ilaglarin toksisitesi kanser tedavisinde onemli bir sorun yaratir. Bu
problemin iistesinden gelmek {izere ¢esitli kanser tedavi yontemleri one siiriillmiistiir.
One siiriilen tedavi ydntemlerinin birgogu bitkisel kaynakli maddelerden olusur.
Ciinki, bitkiler yeni ilaglar saglama konusunda muazzam bir potansiyele sahiptir ve
bu nedenle kansere karsi kemoprotektif potansiyel saglayabilen dogal kimyasallar

deposudur (Taneja ve Qazi, 2007).

2.2.2 Tibbi bitkilerin kanser tedavisinde kullanimi

Bir¢ok kanser tiiriinde, tedavide kullanilan tam anlamiyla etkili bir ila¢ yoktur. Bundan
dolayi, etki seviyesi yliksek, diisiik toksisiteye sahip ve ¢evre lizerinde minimum kot
etkiye sahip olan yeni ilaglara genel bir ihtiyag¢ vardir. Yeni dogal iirlinler, ilag kesfinde
firsatlar sunmaktadir (Cai ve dig, 2004). Uzun yillardir yapilan pek ¢ok calismada
dogal iirlinlerin kanser 6nleme ve kanser tedavisinde dnemli bir rol oynadig1 ortaya
konmaktadir. Hali hazirda klinikte kullanilan 6nemli sayida antitiimor ajant dogal
kokenlidir. Ornegin, 1940 ve 2006 yillar1 arasinda uluslararasi olarak onaylanan
antikanser regeteli ilaglarin yarisindan fazlasini dogal {iriinler veya bunlarin tiirevleri
olusturmaktadir. Bu dogal {iriinler arasinda da 6zellikle bitkiler tip i¢in kullanilan etken
bilesiklerin ana kaynag1 olmustur. 1960’lar boyunca, Ulusal Kanser Enstitiisii (ABD)
20 tilkeden antitiimor aktivitesine sahip yaklasik 114.000 bitki ekstraktini arastirmaya
baslamistir. O zamandan bu yana, tibbi bitkilerden izole edilen dogal bilesikler yeni
antikanser ilaglart i¢in zengin igerik (fenolik bilesikler, organik asitler, taninler,
antosiyaninler ve flavonoidler gibi) barindirmasindan dolay: artan ilgi kaynagi haline
gelmistir. ABD’de 1983’ten once ve 1983-1994 yillar1 arasinda diinya capinda
onaylanmis antikanser ilaglari arasinda ticari olarak satilan 92 antikanser ilacinin

%601 dogal kokenlidir (Desai ve dig, 2008; Shoeb, 2008).

Geleneksel sifali bitkiler Dogu Asya’da 6rnegin Cin, Japonya, Hindistan, Tayland gibi
bircok iilkede birka¢ bin yildir hastaliklara kars1 farmakolojik olarak ve diyete ilave
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Geleneksel sifali bitkilerin halk tarafindan
uzun siireli uygulanmasi sirasinda birg¢ok sifali bitki ve bununla ilgili olan bir¢ok recete
taranmis olup cesitli kanserlerin tedavisinde ve onlenmesinde kullanilmistir (Cai ve

dig, 2004; Desai ve dig, 2008).



Birgok c¢alisma, bitkilerin antikarsinojenik 0Ozellikleri iizerine odaklanmistir.
Antikanserojenik 6zellik gosteren bazi bitkiler sunlardir: Anacardium occidentale
karaciger timorlerine (hepatom) karsi, Asparagus racemosa insan epidermal
kanserlerine karsi, Boswellia serrata nazofranjit insan epidermal kanserlerine kars,
Erthyrina suberosa sarkom olusuma karsi, Euphorbia hirta 16semiye karsi, Nigella
sativa ve Inula viscosa akciger kanserine karsi, Withania somnifera ise birgok kanser
tiirline kars1 antikarsinojenik etki gdstermektedir (Desai ve dig, 2008; Talib ve dig,

2012).

2.2.2.1 Antikanser karakteristik gosteren baz bitkiler ve bitkisel ajanlar

Insan viicudunda gerceklesen ¢ok sayidaki fizyolojik ve biyokimyasal siire¢, yan
iriinler olarak oksijen merkezli serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirlerini
tiretebilmektedir. Bu tiir serbest radikallerin asir1 tiretimi lipidler, proteinler ve DNA
gibi biyomolekiillerde oksidatif hasara neden olabildigi gibi diyabet, yaglanma, kanser,
dejeneratif hastaliklar gibi bir¢cok kronik rahatsizliga da yol agabilmektedir (Halliwell,
1994; Niki, 1997; Poulson ve dig, 1998).

Bitkiler (meyveler, sebzeler, tibbi bitkiler vb.); fenolik bilesikler (6rnegin; fenolik
asitler, flavonoidler, kinonlar, kumarinler, lignanlar, stilbenler, tanenler), nitrojen
bilesikleri (alkanoidleri aminler, betalainler), vitaminler, terpenoidler (karotenoidler
dahil) ve antioksidan aktivite agisindan zengin diger endojen metabolitler olmak tizere
cok cesitli serbest radikal tutucu molekiiller igerebilmektedir (Cotelle ve dig, 1996;
Zheng ve Wang, 2001; Cai ve dig, 2003,2004).

Giliniimiizde, ¢ogu kanser tiiriinii tedavi eden etkili ilaglar bulunmamaktadir; bunun
yanisira kanser tedavisinde kullanilan yontemler olduk¢a pahalidir. 1960’dan bu yana
Ulusal Kanser Enstitiisii (ABD), antitiimdr aktivitesi olan bitki 0zlerini arastirmaya
baslamistir. Yeni antikanser ilaclarin zengin kaynaklarini barindiran sifali bitkiler ve
bu bitkilerden izole edilen dogal bilesikler, o zamandan itibaren artan bir ¢alisma

alanina sahip olmustur (Cai ve dig, 2004).

Antikanser aktivite gosteren bazi tibbi bitkiler ve igeriginde bulunan temel kimyasal

bilesenleri Cizelge 2.1’ de 6zetlenmistir (Desai ve dig, 2008).



Cizelge 2.1: Antikanser aktivite gosteren tibbi bitkiler ve kimyasal bilesenleri

kars1 sitotoksik aktivite

gostermistir.

Bitki Ad1 Bitkinin Ana In Vitro Etkileri In Vivo EtKileri
Kimyasal
Bilesenleri
Tinospora 20 B- HeLa hiicrelerinde Ehrlich ascites karsinomali
cardifolia hidroksiekdisteron,  [sitotoksiktir. farelerde dnemli timor
Kordiosid, Kolombin gerilemesi ve hayatta kalma
Ziziphus Betulin, Betulinik a. Sitotoksiktir ve normal
nummularia  (asit hiicrelere gore kanser
hiicrelerine segici olarak etki
eder.
b. ROS iiretimi yoluyla
apoptozu indiikler.
c. Anjiyogenezi inhibe eder,
transkripsiyonel aktivatorleri
modiile eder.
d. Mitokondrial membran
potansiyelinin kaybini
indiikler.
Andrographis |Andrografolit IAlkol ekstrakti, kanser hiicre |Andrographolide farelerde
paniculata hatlarindan olusan bir panale tiimdrii geriletir.




Cizelge 2.1 (devam): Antikanser aktivite gdsteren tibbi bitkiler ve kimyasal

bilesenleri
Centella Asiatikosit, a. C. Asiatica nin yaprak
asiatica hidrokotilin, valerin,  lekstrakt: transforme edilen

pektik asit, sterol,
stigmasterol,
flavonoidler,
tenkunositler ve

askorbik asit

hiicre hatlarin1 doza baglh

olarak inhibe eder.

b. DNA sentezinin
inhibisyonuna bagli anti-timor

aktivitesi gosterir.

phyltetralin

eder.

b. Sacchromyces cerviacae
mutant hiicre kiiltiirlerinde
topoizomeraz I ve II

aktivitesini inhibe eder.

Curcuma  [Kurkumin a. Cok cesitli hiicre hatlarinda [a. VGEF ve bFGF aracili
longa hiicre proliferasyonunu inhibe anjiyogenezi azaltir.
eder.
b. Kemirgenlerde kolon ve
b. Mitokondril membran mide kanserini dnler.
potansiyelini azaltarak in vitro
apoptozu indiikler.
[Phyllanthus Nirtetralin, niranthrin, [a. Farkli kanser hiicrelerinde . Ekstrakt oral olarak
amarus phyllan-thin, hiicre proliferasyonunu inhibe alindiginda, Dalton lenfoma

asitleri (DLA) VE Erlich asit
karsinomu (EAC) tagtyan
farelerde yasam siiresini uzatir

ve timor boyutunu kiigiiltiir.

b. Bitki ekstrakti n-
nitrosodiethylamine (NDEA)-
ile indiiklenen timor

insidansini azaltir.

c. Bitki ekstrakti Lewis akciger
karsinomu tastyan farelerde
anti-anjiyogenik etkilere

sahiptir.




Cizelge 2.1 (devam):

bilesenleri

Antikanser aktivite gosteren tibbi bitkiler ve kimyasal

lAnnona

atemoya

Bullatasin

a. Tumor hiicre hatlarinda

sitotoksik etki gosterir.

b. Kromatin marj1 ve timor hiicre
yogunlagmasi ile indiiklenen

hiicre 6liimiine sebep olur.

Mappia
foetida

Kamptotesin

a. HeLa hiicreleri ve L-120
hiicrelerinde etkili niikleik asit

sentezi inhibitoridir.

b. Topoizomeraz-1’i (topo -1)

inhibe eder.

c. Insan kolon kanser hiicrelerinin
ve rhabdomyosarkom hiicrelerinin

biliylimesini yavaslatir.

d. Losemiye karsi giiglii bir

kemoterapi ilacidir.

a. Meme karsinomunun kismi
veya tam zamanli remisyonunu

indiikler.

b. Lenfoma, l6semi ve epitelyal
timorlere kars1 Faz 11

denemeleri yapilmistir.

Withania

somnifera

Vitaferin A

a. Hizli ROS iiretimi yoluyla
cesitli kanser hiicrelerinde

apoptozu indiikler.

b. Apikal 6liim reseptdrlerinin
upregiilasyonunu saglar ve Bcl2
protein ailesinin iiyelerinin

oraninin degismesine neden olur.

c. Withaferinin kok ve yaprak
ekstraktinin kombinasyonu,
kanser hiicre hatlarinda sitotoksik
aktivite gosterir ve RNOS

olusumunu indiikler.

W. somnifera formiislasyonu,
EAC ve EAT
modellerinde>%350 timor
resresyonu saglamada oldukca

etkilidir.
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Cizelge 2.1 (devam): Antikanser aktivite gdsteren tibbi bitkiler ve kimyasal
bilesenleri

Cedrus Lignanlar, b. Lignan ekstraktlar1 insan kanser[Fare modellerinde timor
deodara  |Vikstromol, hiicre hatlar1 panelinde gerilemesi gosterir.
Matairesinol ve sitotoksiktir.

dibenzil biitirolaktol
a. Apoptoza yol acan nitrik oksit

(NO) olusumuna neden olur.

Boswellia [Triterpenik asitler  (c. Cesitli kanser hiicre hatlarinda Beyin timoriine karsi etkilidir.

serrata apoptozu indiikler.

b. DNA sentezini ve HL-60’1n

hiicre biiylimesini inhibe eder.

c. Topoisomer I ve II’yi inhibe

eder.

2.3 Inula viscosa Bitkisi

2.3.1 Inula viscosa bitkisi ile ilgili genel bilgiler

Diinyanin bir¢ok yerinde geleneksel tipta kullanilan bitkilerden biri olan Inula viscosa
kanser otu ya da yapiskan andiz otu olarak bilinmektedir. Inula viscosa, Akdeniz
havzasiin farkli bolgelerine dagilmis halde dogal ortamda yetisen, giiclii bir kokuya
sahip, aromatik, yaprakli ve 50-100 cm uzunlugunda, Asteraceae familyasina ait ¢ok
yillik yabani bir bitkidir. Cigeklenme Agustos’tan Kasim’a kadar uzanan dénemde yaz

ve sonbahar olmak {izere iki mevsimde goriiliir (Al-Eisawi, 1982, 1998).

Lviscosa diinyanin ¢esitli yerlerinde geleneksel sifali bitkiler arasinda yaygin olarak
anilmakta ve c¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Romatizma,
hemoroid, bronsit ve solunum yolu enfeksiyonlari, yaralarin onarilmasi, akciger
rahatsizliklari, diyabet, hipertansiyon ve kanser gibi bir¢cok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ornegin Urdiin geleneksel tibbinda Lviscosa ¢icekleri kronik
oksiiriigiin ve tiimorlerin tedavisi icin regete edilirken, Tiirk geleneksel tibbinda

yaralarin onarilmasinda Lviscosa bitkisinin toprak {istiinde kalan kisimlan
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kullanilmaktadir (Oran ve Al-Eisawi, 2015; Zeggwagh ve dig, 2006; Benbacer ve dig,
2012; Talib ve dig, 2012; Seca ve dig, 2014).

Yapilan caligmalar Lviscosa bitki ekstraktlarinin  antiviral, antioksidan,
antiinflamatuar, antipiretik ve antelmintik 6zellik gosterdigini ortaya koymaktadir

(Abad ve dig, 2000; Schinella ve dig, 2002; Abu Zarga ve dig, 1998).

Lviscosa bitki ekstraktlart biyoaktif bilesikler acgisindan da oldukg¢a zengindir.
Guaianolidler, seskiterpenler, seskiterpen asitler, triterpenoidler, azulenler, laktonlar,
flavonoidler, kostik asit ve ucucu yaglar yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilen
baz1 biyoaktif bilesiklerdir (Ozkan ve dig, 2019). I viscosa bitki ekstraktlari
icerisindeki bu bilesiklerin varligima bagli olarak antiproliferatif, sitotoksik ve
antikanser etkileri, Lviscosa’nin kanser tedavisi i¢in arastirma materyali olarak
degerlendirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir (Benbacer ve dig, 2012; Talib ve dig,
2012; Merghoub ve dig, 2016; Bar-Shalom ve dig, 2019). Messaoudi ve
arkadaslari,lviscosa bitki ekstraktlarinin g¢esitli kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik
aktivitelere sahip oldugunu bildirmistir (Messaoudi ve dig., 2016). Tiirk bilim
diinyasinda da kansere care olarak I. viscosa’nin laboratuvarlarda arastirilmasi son

yillarda giderek artmaktadir ( Ozkan ve dig, 2019).

L. viscosa’nin antikanser Ozelliginin arastirilmasi disinda ekstraktlarinin sitotoksik,
antimikrobiyal, antioksidan, antihipertansif, hipoglisemik, hipolipidemik aktiviteleri
bazi deneysel caligsmalarda gosterilmistir (Celik ve Aslantiirk, 2010; Talib ve dig,
2012; Al-Dissi ve dig, 2001; Zeggwagh ve dig, 2006).

2.3.2 Inula viscosa bitkisinin kimyasal bilesenleri

Lviscosa, birgok biyolojik etkide yer alan ve ana hiicresel aktivitelerle (6rnegin
sitotoksik ve antiinflamatuar etkilerle) iligkili seskiterpen laktonlarin varlig: ile

karakterize edilir (Seca ve dig, 2014).

Messaoudi ve arkadaglar1 Fas’in {i¢ farkli bolgesinden elde ettikleri Lviscosa bitki
ekstraktinin kimyasal bilesimini analiz ettiklerinde, ana bilesen olarak izokostik asit,
bir seskiterpen asit ve iki seskiperten laktonu: tomentosin ve inuviskoid’in varligin
ortaya ¢ikarmiglardir. Bu ii¢ bitki ekstraktinin hepsinin yiiksek oranda tomentosin ve
inuviskoid bilesenine sahip oldugu , izokostik konsantrasyonunun ise bodlgeden

bolgeye farklilik gosterdigi bildirilmistir (Messaoudi ve dig, 2016).
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Lviscosa bitkisinin kimyasal bilesenlerinin her birinin 6nemi hastaliklar1 tedavi etme
ozelligine gore farklilik gostermektedir. Ornegin, Merghoub ve arkadaslari, SiHa ve
Hela gibi rahim kanser hiicreleri lizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada; kanserli
hiicrelerin apoptatik Sliimlerinde aktif bir bilesik olarak yaygin bir sekilde bildirilen
bir seskiterpen lakton olan tomentosinin varliginin 6nemi iizerinde durmuslardir
(Merghoub ve dig, 2009; Benbacer ve dig, 2012). Tomentosinin antikanser 6zelligi
disinda sitotoksik etkisi oldugu da yapilan caligmalarca kanitlanmistir. Bu etki
inuviskoid molekiilii ile birlikte artis gosterirken, izokostik molekiilii ile azalis
gostermektedir (Messaoudi ve dig, 2016). Muhammed ve arkadaslari, inuviskoidin
tomentosin ile birlikte olan bu etkisinin g¢esitli insan kanser hiicreleri tizerinde biiyiik
bir sitotoksik etkisi oldugunu bildirerek bu molekiiliin gii¢lii bir antikanser ajan olarak

kullanilabilecegini vurgulamistir (Muhammed ve dig, 2003).

Sonug olarak, kimyasal bilesiklerin konsantrasyonu her farkli Lviscosa bitkisi igin
degisken olup, kullanilan ¢oziiciiye ve bitkilerin yetistirildigi ¢evresel kosullara gore
farklilk gostermektedir. Iklim, topragm tiirii ve bilesimi gibi cevresel kosullarim,
bitkilerin kimyasal bilesimini etkileyerek dolayli olarak onlarin biyolojik aktivitelerini

de etkiledigine dair ¢alismalar yapilmistir (Messaoudi ve dig, 2016).

2.3.3 Inula viscosa bitkisinin c¢esitli kanser tiirleri iizerinde sitotoksik,

genotoksik ve antikanser etkisini arastiran calismalar

Benbacer ve arkadaslar1 1. viscosa bitkisinin metanol ekstraktinin, diinyada kadinlarda
en sik rastlanan ikinci kanser tipi olan rahim agzi kanseri SiHa ve HeLa hiicre hatlarina
kars1 giiclii sitotoksik aktiviteler sergiledigini gostermisler ve ICso degerlerini sirasiyla
54 pg/ml ve 60 pg/ml olarak bildirmislerdir. ILviscosa bitkisi metanol ekstrakti,
hiicrelerdeki apoptotik yolaklar1 aktive ederek rahim agzi kanseri hiicrelerinin
proliferasyonu engellenmistir. I.viscosa bitkisinin bu 6zelliginden dolay1 rahim agz
kanserine kars1 potansiyel antikanser ilag¢ 6zelligi tagidiginin alt1 ¢izilmistir (Benbacer

ve dig, 2012).

Messaoudi ve arkadaslari ise, iki ¢esit meme kanseri hiicre hatti, MCF-7 ve MDA-
MB231, tlizerinde Iviscosa bitkisinin etanol ve etil asetat ekstraktlarinin sitotoksik
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Etanol ve etil asetat ekstreleri sirasiyla 195,42

png/ml ve 112,20 pg/ml ICso degerleri ile en iyi aktiviteleri sergilemislerdir. Bu gii¢lii
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sitotoksik etkinin sebebini [lviscosa bitkisinin kimyasal iceriginde var olan

tomentosin, inuviscolide ve izokostik asite baglamislardir (Messaousi ve dig, 2016).

Merghoub ve arkadaslari, rahim agzi kanseri SiHa ve HeLa hiicreleri iizerinde
Lviscosa yaprak ekstrelerinin antiproliferatif aktivitelerini aragtirmislardir. Sonug
olarak, test edilen hiicre hatlara iizerinde lviscosa yaprak ekstrelerinin doza baglh
olarak hiicre biiylimesini 6nemli derecede inhibe ettigi ortaya koyulmustur. 1. viscosa
bitki ekstraktlari, telomeraz aktivitesini inhibe ederek telomer kisalmasina sebep
olmustur. Ozellikle, heksanik ve diklorometan fraksiyonu, sirastyla HeLa ve SiHa
hiicre hatlar1 icin 6 pg/ml ve 22,04 pg/ml ICso degerleri ile giiclii bir sitotoksisite
gostermiglerdir (Merghoub ve dig, 2016). Bar-Shalom ve arkadaslari, Lviscosa
bitkisinin sulu yaprak ekstraktlarinin; hiicre dongiisii ilerlemesini etkiledigini ve kolon
kanseri hiicrelerinde (HTC116 ve Colo320) kaspaz aktivasyonu ile apoptozu
tetikledigini gostermislerdir. ICso degerleri her iki hiicre hatti icinde yaklagik 300
ng/ml olarak hesaplanmistir. Ayrica in vitro testlere ilave olarak, lLviscosa
ekstraktinin, bir hayvan modelinde antitiimor aktiviteler sergiledigi sonucuna
varilmistir. Sonug olarak, /. viscosa’nin sulu ekstraktinin kanserin 6nlenmesi ve tedavi
edilmesinde gii¢lii bir potansiyel ilag olarak kullanilabilecegi Onerilmedtedir (Bar-

Shalom ve dig, 2019).

Virdis ve arkadaslari ise Burkitt lenfoma hiicre hatlari iizerinde I.viscosa bitkisi etanol
ekstraktinin hiicre cogalmasina etkisi ve anti-tiimor 6zelligi tizerinde ¢alismislardir.
Sonug olarak; L. viscosa bitkisinin etanolik ekstraktinin hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigini, hiicre canlihiginda zamana baglh bir diislis gosterdigini, giiclii sitotoksik
aktiviteler sergiledigini ve hiicre apoptozunun indiikklenmesi yoluyla giicli bir

antilenfoma aktivitesine sahip oldugunu goéstermislerdir (Virdis ve dig, 2019).

Ozkan ve arkadaslar1 Lviscosa bitkisinin su ve metanol ekstraktlarini antiproliferatif,
antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri agisidan incelemislerdir. Lviscosa’nin iki
ekstraktl, MTT yontemi ile MCF-7 (meme kanseri hiicre hatt1) ve T98-G (glioblastoma
hiicre hatt1) olmak tizere iki insan kanser hiicre hattina karsi in vitro olarak test
edilmistir. Sonug olarak, doza bagli hiicre biiyltimesinin énemli derecede inhibe ettigi
gosterilmistir. I.viscosa bitkisinin metanol ekstresi, sirastyla 179,5 ve 121,1 pg/ml ICso
degerleri ile MCF-7 ve T98-G hiicre hatlarina karst su ekstresinden daha iyi
antiproliferatif aktivite gostermistir. Sulu Oziitlerin 1Cso degerleri 200 pg/ml’den

fazladir. Bu sonuglara gore /.viscosa nin metanol ekstrakti 121,1 pg/ml ICso degeri ile
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T98-G hiicrelerine kars1 belirgin sitotoksik aktivite gostermistir. Ciinkii metanolik
Oziitlerin iceriginde daha fazla aktif bilesenler igerdigi bildirilmistir (Ozkan ve dig,

2019).

Bir bagka ¢alismada, Kamer Colak ve arkadaslari, I.viscosa bitkisinin su ve metanol
ekstraklarinin cilt kanseri hiicreleri, A2058 ve MeWo, lizerinde alternatif bir tedavi
kaynagi olarak bir antikanser ila¢ olup olamayacagi potansiyelini arastirmislardir.
Sonug¢ olarak su ekstrakti zamana ve doza bagli olmaksizin sitotoksik etki
gostermezken, metanol ekstrakti hiicre canlilig iizerinde doza ve zamana bagli olarak
sitotoksik etki goOstermistir. Hiicre oliimii mekanizmasi yine apoptoz yolaklar
indiiklenmesi ile hiicrenin degisik kontrol noktalarinda yakalanmasi ve migrasyonun
engellenmesine baglanmistir. Bunun sonucunda, calismacilar Lviscosa bitkisinin
metanol ekstraktinin cilt kanseri iizerinde yeni bir antikanser ajan olarak
kullanilabilecegi tezini savunmuslardir (Kamer Colak ve dig, 2020). Celik ve
Aslantiirk yaptiklari ¢aligmada, Lviscosa bitkisi ekstraktini yiiksek dozda (2.5 mg/ml,
Smg/ml, ve 10 mg/ml) kullanarak Allium testi ile sogan kok meristem hiicreleri
tizerinde sitotoksik ve genotoksik etkisinin olup olmadigini incelemislerdir. Sonug
olarak Lviscosa bitki ekstraktinin yiiksek dozda kullanilmasiyla sitotoksik ve
genotoksik etkinin var oldugunu kanitlamislardir (Celik ve Aslantiirk, 2010). Literatiir
aragtirmalarinda Lviscosa bitkisinin genotoksik etkisi ile ilgili rastladigimiz tek
calisma budur. Bu calisma saglikli ve/veya kanser memeli hiicreleri ilizerinde degil
bitki hiicresi iizerinde yapilmistir. Bu tez ¢caligmasinin amaci, alternatif tipta dnemli
bir yeri olan ancak etkisi halen tam olarak ortaya konulamamis olan /. viscosa bitkisinin
memeli hiicre Kkiiltlirlinde sitotoksik genotoksik ve antigenotoksik etkisini
incelemektir. Literatiirde gesitli kanser hiicre hatlar1 {izerinde incelendigi goriilen
sitotoksik etki ve antikanser potansiyel ilk defa karsilastirmali olarak akciger kanser
hiicreleri (A549) ve saglikli akciger hiicreleri (BEAS-2B) iizerinde incelenmistir. Bu
tez calismasinda, . viscosa bitkisinin su ve metanol ekstraktlar1 kargilagtirmali olarak
sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik acilardan incelenmis, akciger kanseri
tizerinde Onleyici veya tedavi edici etkiye sahip olup olmadigi ve hangi bitki
ekstraktinin  A549 hiicre hatti lizerinde daha 1y1 antiproferatif etki gdsterdigi

arastirilmastir.
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2.4 Sitotoksik ve Genotoksik EtKkilerin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Bu tez ¢alismasinda Inula viscosa bitkisinin metanol ve su ekstraktlar1 elde edildikten
sonra, saglikli akciger hiicreleri (BEAS-2B) ve kanserli akciger hiicreleri (A549)
tizerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla notral kirmizis1 alim (NKA) ve
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) sitotoksisite testleri,
genotoksik/antigenotoksik etkinin belirlenmesi amaciyla alkali comet testi (tek hiicre

jel elektroforezi) uygulanmistir.

2.4.1 Notral kirmizi alim (NKA) yontemi

Notral kirmiz1 alim (NKA) testi hiicre hasarin1 ve canliligini gosteren biyomedikal
alanlarda sikca kullanilan sitotoksisite yontemlerinden biridir (Borenfreund ve

Puerner, 1985; Repetto ve dig, 2008).

Borenfreund ve Puerner tarafindan gelistirilen bu yontem, supravital boya 6zelligi
gosteren notral  kirmizi  boyasinin  (3-amino-m-dimetilamino-2metil-fenazin
hidrokloriir), canli hiicrelere girisi ve hiicrelerde lizozomal baglanmasi esasina
dayanan kalorimetrik bir yontemdir. Katyonik 6zellik gosteren notral kirmizi boyasi
kiiltiir ortamindaki hiicrelerin lizozomal matrikslerindeki anyonik bdlgelere
elektrostatik kuvvetler aracilifiyla baglanir. Dolayisiyla lizozomal matrikslerde
biriken notral kirmizi miktari ile hiicre canlilig1 ya da hasar1 degerlendirilir (Andreoli

ve dig, 2003; Bulychev ve dig, 1978; Weyermann, 2005).

Notral kirmizi boyasinin noniyonik yollarla hiicre zarindan geg¢isi kolaylikla saglanan
bir islemdir. Hiicre zarindaki ya da lizozomal matriksteki herhangi bir hasar, nétral
kirmizis1 boyasinin gecisinin azalmasina, dolayisiyla boyanin anyonik bdlgelere
baglanmasinin azalmasina neden olacaktir. Boylelikle canli/saglam ya da 6lii/hasarl
hiicre degerlendirilmesi bu test sayesinde analiz edilmis olacaktir (Komissarova ve
dig, 2005). Saglikli memeli hiicreleri kiiltiir ortamina ekildiklerinde siirekli boliinerek
sayilarin1 arttirirlar. Fakat kimyasal bir madde ya da toksik maruziyete sebep
olabilecek bir madde kiiltiir ortamina eklendiginde hiicre biiyiime oranini olumsuz
etkiler. Hiicre sitotoksisitesi, maruz kalinan toksik maddenin dozuna bagli olarak hiicre
biitiinliiglinlin bozulmasina ve hiicre biiylimesinin engellenmesine sebebiyet vererek,
hiicre i¢ine alinacak olan ndétral kirmizi boyasinin miktarinda azalmaya neden
olacaktir. Ozetle, nétral kirmizi boyasi hiicre kiiltiiriindeki canli/saglam/hasar

gdrmemis hiicrelerin lizozomlarinda birikir, biriken ndtral kirmizi boyasi canli hiicre
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sayisiyla dogru orantili olarak degerlendirilir (Fotakis ve Timbrell, 2006; Yano ve
Marcondes, 2005). Nortal kirmizi alim yontemi, diger sitotoksite testlerine kiyasla
uygulanmasinin kolayligi, glivenirligi ve ekonomik olma gibi birtakim avantajlariyla
yaygin olarak kullanilan bir yontem olmustur (Popiolkiewicz ve dig, 2005;

Weyermann ve dig, 2005).

2.4.2 3-[4,5-dimetilltiyazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolium bromid (MTT) yontemi

MTT (3-[4,5-dimetilltiyazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolium bromid) testi kolay, hizli ve
ekonomik bir sitotoksisite testidir ve canli hiicrelerdeki mitokondrial dehidrogenaz
enzimleri araciligiyla sar1 renkli tetrazolyum tuzu olan MTT boyasinin, mor formazana

dontigmesiyle canli hiicreleri 6lii/hasarli hiicrelerden ayirmak i¢in kullanilir.

MTT olgiimii, kolorimetrik bir yontem olup mitokondrilerin matriksinde bulunan
siiksinat dehidrogenaz’1 hedef alir. MTT, siiksinat dehidrogenaz enzimine baglanir ve
canlt hiicrelerdeki dehidrogenaz enzimleri aracilifiyla suda c¢oéziinmeyen mor
formazan kristalleri olusur. Suda ¢oziinmeyip, organik ¢oziiciiler araciligryla ¢ozlinen
formazan kristalleri, spektrofotometrik yontemle mikro plaka okuyucular1 ile
konsantrasyona bagli olarak belli dalga boylarinda absorbans verir. Boylelikle, dolayli
yonden hiicre canlilig1 ile absorbans degeri arasinda dogrusal iliski kurularak, hiicre
canlilig1 tayin edilmis olur (Fotakis ve Timbrell, 2006; Barile, 1994; Mosmann, 1983;
Smith, 1951).

2.4.3 Tek hiicre jel elektroforezi (Comet) yontemi

Tek hiicre jel elektroforezi yontemi ya da diger bir adiyla comet yontemi, tek hiicre
DNA hasarlarinin ve bu hasarlarin onariminin saptanmasi ve degerlendirilmesinde
kullanilan, in vitro, in vivo, ex vivo gibi tiim ortamlara uygulanabilen bir tekniktir.
Comet yontemi, son yillarda yapilan genotoksisite ¢aligmalarindan molekiiler
epidemiyoloji, ekogenotoksikoloji calismalarinda, DNA hasarinin ve onariminin
arastirilmasinda siklikla kullanilan bir yontem haline gelmistir. Comet yontemi
calisma prensibi geregi hizli, hassas, kolay ve kullanish olma 6zelliklerinden dolay1
standart bir test olarak kullanilmaya baslanmis ve yapilan caligmalara oldukca katki

saglamistir (Cemeli ve dig, 2009; Collins, 2004).

Comet yontemi ilk kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan tek bir hiicredeki

DNA hasarin1 goriintiilemek {izere gelistirilmistir. Bu yontemin iizerine, Singh ve

17



digerlerinin yapmis oldugu revizyonla tek hiicre jel elektroforezi teknigi alkali ortamda
DNA’nin ¢ift zincirinin agilmasina neden olacak sekilde degistirilmistir. (Ostling ve

Johanson, 1984; Singh ve dig, 1988).

Tek hiicre jel elektroforezi teknigi ile kolaylikla memeli hiicrelerinde DNA kiriklarini
incelenebilir ve dl¢climiinii yapilabilir. Yontemin igeriginde, kimyasal ya da fiziksel bir
ajana maruz kalan az sayida memeli hiicresi agaroz kaplanmis mikroskop lamlarinin
tizerine yayilir ve lize edilirler. Ardindan elektrik akimina maruz birakilirlar. Kimyasal
ya da fiziksel ajanin sebep oldugu tahribiyete maruz kalan DNA’lar kiriklar
olustururlar ve elektrik akiminin etkisiyle olusan DNA kiriklar1 ¢ekirdekden
uzaklasarak go¢ ederler (Cemeli ve dig., 2009; Collins ve dig, 1997; Tice ve dig,
2000).

Tek hiicre jel elektroforezi yontemi, tek hiicredeki DNA hasarmin direkt
degerlendirmesini arastirabildigi gibi bir populasyona uygulanan fiziksel ya da
kimyasal ajanin tiim hiicrelerde ayn1 derecede tahribata sebebiyet verip vermediginin
tayininde de kullanilmaktadir. Ornegin, radyoterapi ve ya kemoterapik ydntemlerle
tedavi edilmeye ¢aligilan tiimor hiicrelerinin toplu heterojen cevabinin arastirilmasinda

comet yontemi kullanilabilmektedir (Singh ve dig, 1988).

Tek hiicre jel elektroforezi yontemi, tek ve ¢ift DNA kiriklarinin tayinininde kullanilan
ve yontemi kullanan ¢esitli kullanicilar tarafindan modifiye edilen bir yontemdir. Tek
ve c¢ift zincir kiriklarinda noétral liziz, tek zincir kiriklarinda ise alkali liziz
uygulanmaktadir. Ancak, genotoksik bir ajan DNA’da daha ¢ok tek zincir kiriklarina
sebebiyet verdigi i¢in alkali liziz daha ¢ok kullanilan bir yontemdir. Ciinkdi, tek zincir
kiriklar1 daha ¢ok alkali oynak bdlgelerinin olusumuyla var olur (Fairbairn ve dig,

1995; Tice ve dig, 2000).

Tek hiicre jel elektroforez yonteminde, teknigin ¢alismasi i¢in ¢ok az sayida hiicre
gerektiginden biyopsi sonucunda alinan hiicrelerdeki ve deney hayvanlarindan alinan
doku hiicrelerindeki DNA kirilmalarinin boyutlarini tayin etmek miimkiindiir.
Yontemin elektroforez boliimde goriilen ¢esitli uygulama farkliliklari; uygulanan
elektroforez zamani, tampon ¢ozeltideki tuz konsantrasyonu, elektroforez igin
uygulanan voltaj ve DNA hasar diizeyi degerlendirmesi ile alakalidir. Comet
(kuyruklu yildiz) olusum sekillerinin tayinini yapmak i¢in ¢esitli yaklagimlar vardir.
Bu yaklagimlarin en basiti hasar boyutuna bagl olarak hiicreleri amprik sekilde gozle
kaydetmektir. Bunun i¢in 515-600 nm’lik epi-floresan mikroskoplar kullanilir.
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Hiicredeki DNA hasar1; DNA gocii, comet kuyruk uzunlugu, comet bas ¢ap, comet
alani, kuyruk momenti goriiniislerine gore degerlendirilir. (Collins ve dig, 1997; Singh

ve dig, 1988; Tice ve dig, 1990, 2000).

Kromozom aberasyonu, mikrogekirdek testi ve kardes kromatid degisimi testi gibi
DNA hasarinin tayin etmekte kullanilan diger yontemlere nazaran comet testi pek ¢ok
avantaja sahiptir. Bunlar, ekonomik ve hizli olusu, az sayida drnege ihtiya¢ duyulmasi,
az miktarlarda test malzemesinin kullanilmasi, testin duyarliliginin yiiksek olusu ve de
DNA hasarini tek bir hiicre diizeyinde inceleme firsatin1 sunmasidir. Bu avantajlarinin
yanisira, yilkksek DNA hasarlarin1 belirleyememesi veya 50 kb’dan kiigcik DNA
hasarlarint belirleyememesi agisindan comet yonteminin sinirhiliklari mevcuttur

(Nossoni, 2008).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Kimyasal Maddeler

Bu tez ¢alismasinin deneyleri yapilirken kullanilan kimyasal madddeler ve kimyasal

maddelerin tedarikgi firmalar1 asagidaki gibidir:

Notral Kirmizi (Sigma), 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), Fetal Sigir Serum (FBS) (Sigma), Tripan
Mavisi (Sigma), Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (Gibco),
Penisilin/Streptomisin  (Sigma), Dimetil sulfoksit (DMSO) (Merck), Etil Alkol
(Etanol) (Sigma), Metil alkol (Metanol) (%99) (Sigma), Asetik Asit (Glasiyel, %99)
(Sigma), Nitrik asit (HNO3) (VWR), Hidroklorik asit (%37) (Sigma), Etilendiamin
Tetraasetik Asit (EDTA) (Sigma), Etidiyum Bromiir (EtBr) (Sigma), Hidrojen peroksit
(%35) (Merck), Normal Erime Noktalt Agar (NMPA) (Sigma), Diisiik Erime Noktali
Agar (LMPA) (Sigma), Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck), Sodyum Kloriir (NaCl)
(Merck), Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (Na,HPO4.2H,0) (Merck), Potasyum
kloriir (KCl) (Isolab), Tripsin-EDTA (Gibco), Triton X-100 (Across), Sodyum
Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma), Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4) (Tekkim), N-

Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu (Sigma), Tris (Across).

3.2 Aracg ve Gerecler

Bu tez caligmasinin deneyleri yapilirken kullanilan arag gerecler ve bu arag gereglerin

tedarik edildigi firmalar asagidaki gibidir:

Thoma lam1 (Sayim lami) (Isolab), Lam (26x76 mm) (Marienfield), Steril Ttipler (50
ml) (Isolab), Steril 12 Kuyucuklu Plaklar (SPL), Steril 96 Kuyucuklu Plaklar (SPL),
Steril membran filtre (0,22p) (Isolab), Steril Santrifiij Tiipleri (15 ml) (Isolab), Steril
pipetler (10 ve 25ml), Steril enjektdr (2 ve 10 ml’lik) (Set Inject), Yatay Hiicre Kiiltiirii
Sisesi (75cm2) (Isolab), Pipet tabancasi (Thermo), Su Banyosu (Nuve, VWR),
Manyetik Karistiric1 (BioCote), Distile Su Cihaz1 (Merck), Hassas Terazi (UniBloc),
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pH metre (Mettler Toledo), Santrifiij (Onilab), Vorteks (BioCote), Mikrodalga firin
(Vestel), Mikrosantrifiij (Beckman Coulter), Yatay Calkalayici (Daihan), Mikroplaka
okuyucu (Epoch, BioTek Instruments, Inc.), Derin Dondurucu (-80°C) (Arctico),
Derin Dondurucu (-20°C) (Argelik), Buzdolab1 (Argelik), Karbondioksit (CO2)
Inkiibatorii (Panasonic), Steril Kabin (Telstar), Floresan Mikroskop (Zeiss), Inverted
Mikroskop (Olympus), Spektrofotometre (BioTek), Mikropipet (100-1000ul)
(Eppendorf), Mikropipet (30-300 pl 8 kanalli) (Eppendorf), Comet Bilgisayar

Yazilimi (Perceptive Software).

3.3 Inula viscosa Bitki Ekstraktlarimin Hazirlanmasi ve Kullamlan Cozeltiler

3.3.1 Inula viscosa Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Manisa’nin Akhisar ilgesinden sonbahar (kasim ay1) ¢igeklenme doneminde toplanmis
olan Lviscosa bitkisi kurutulmus halde temin edildi. Lviscosa ¢igek ve yapraklart su
ile yikanarak kurumasi i¢in 24 saat siire ile hava dolagimli etiive birakildi. Daha sonra,
kurutulan bitki parcalari elektrikli 6gitiicii kullanilarak olabildigince ince toz (yaklasik
63 um cap) haline getirildi (Kraouche, 2018).

Lviscosa bitkisi distile su ve metanol ekstraktr olmak tizere iki farkli sekilde ekstrakte
edildi. Distile su ekstrakti i¢in, 20 gram toz haline getirilmis bitkiden alinarak 200 ml
distile su icerisine karistirildi (1:10, w/v). 40 °C’ye hazirlanmis su banyosu igerisinde
24 saat siireyle inkiibe edildi. Akabinde, elde edilen supernatant 0.2 mikrometre
Whatmann filtreden gegirilerek santrifiij yapildi. Santrifiijiin ardindan elde edilen
siipernant liyofilizator islemi icin -80 °C’ye kaldirildi. -80°C’de donan distile su
ekstrakti liyofilizatorde 24 saat siireyle bekletildi. Liyofilizatorden alinan toz halindeki
su ekstrakti kapakli siseye alinarak -20 °C’de her bir deney i¢in taze hazirlanmak tizere

sakland1 (Ozkan ve dig, 2019; Lounis ve dig, 2018).

Yiizde verim hesabi i¢in; kurutulmus ekstraktin gram cinsinden kiitlesi, ekstrakte
edilmis toz bitki 6rneginin gram cinsinden kiitlesine boliiniip yiiz ile carpilmasiyla elde
edildi. Bu formiilden hareketle, I. viscosa bitkisi su ekstrakt: verimi %51,9 olarak

hesaplandi.

Lviscosa bitkisi metanol ekstrakti i¢in, 20 gram toz haline getirilmis bitkiden alinarak
200 ml metanol igerisine karistirildi (1:10, w/v). 40 °C’ye hazirlanmis su banyosu

icerisinde 24 saat siireyle inkiibe edildi. Akabinde, 0.2 mikrometre Whatmann
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filtreden gecirilen metanol ekstrakti rotary evaporator (doner buharlastirici)’e
konularak metanolun ugurulmasi saglandi. Ardindan, elde edilen metanol ekstrakti
liyofilizasyon islemi i¢in -80°C’ye kaldirildi. -80°C’de donan metanol ekstrakti
liyofilizatorde 24 saat siireyle bekletildi. Liyofilizatorden alinan toz halindeki metanol
ekstrakti kapakli siseye alinarak -20°C’de her bir deney i¢in taze hazirlanmak iizere

saklandi (Velayudhan ve dig, 2017).

Verim formiiliinden hareketle, Lviscosa bitkisi methanol ekstraktinin verimi %11,5

olarak hesaplandi.

3.3.2 NKA yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Hiicre kiiltiirii i¢in, 50 ml RPMI 1640 iizerine 5 ml (%10) FBS ve 0,5 ml (%1)
penisilin/streptomisin eklenerek besiyeri ortami hazirlandi. Hazirlanan besiyeri

kullanildik¢a yerine taze besiyeri hazirlandi ve +4°C’de muhafaza edildi.

Fiksasyon asamasi i¢in, 200 ml (%50) etil alkol, 4 ml asetik asit (%1) ve 196 (%49)
ml distile su ile karistirilarak fiksasyon ¢ozeltisi hazirland1 ve +4°C’de muhafaza
edildi.

Notral kirmizi stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 40 mg noétral kirmizist boyast 10 ml
distile su igerisinde ¢6ziildii. Su banyosunda 1 saat calkalanarak 151k goérmeyecek
sekilde ¢coziinmesi saglandi. Hazirlanan ¢6zelti aliiminyum folyoya sarilarak +4°C’de

muhafaza edildi.

Notral kirmiz1 standart ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, uygulamanin yapilacag: giiniin bir
giin oncesi 1250 ul NK stok ¢ozeltisi 100 ml FBS igermeyen besiyeri ile karistirilarak
hazirlandi. 37°C’de 24 saat siireyle inkiibatorde bekletildi.

3.3.3 MTT yonteminde kullanilan cozeltiler

Hiicre kiiltiirii besiyeri ortami hazirlamak ic¢in ndtral kirmizisi alim yonteminde

hazirlanan besiyeri kullanildi. Fiksasyon asamasinda ise DMSO c¢ozeltisi kullanildi.

MTT stok ¢6zeltisi hazirlamak i¢in, +4°C’de toz halinde muhafaza edilen MTT, 5

mg/ml oraninda olacak sekilde PBS ile sulandirildi.

MTT standart ¢ozeltisi hazirlamak igin ise, 1 ml MTT stok ¢dzeltisi 9 ml RPMI ile
sulandirilarak hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti membran filtreden gegilerek 151k

gormeyecek sekilde aliiminyum folyoya sarilip +4°C’de muhafaza edildi.

22



3.3.4 Comet yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Stok lizis ¢ozeltisi hazirlamak icin; 146,1 NaCl, 37,2 g Na2EDTA, 1,2 g Tris 500 ml
distile suda ¢oziildiikten sonra 10 g NaOH eklenip ¢ozelti pH’s1 10’a ayarlandi. 10 g
N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu eklenerek son hacim distile su ile 1000 ml’ye

tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Lizis ¢ozeltisi hazirlamak igin; 489,5 ml stok lizis ¢ozeltisi, 5,5 ml Triton X-100 ve 55
ml DMSO karistirildi. Cozelti uygulama giinii hazirlandi ve 4°C’de bekletilerek soguk
¢Ozelti kullanildi.

200 mM EDTA ¢ozeltisi hazirlamak icin; 14,89 g EDTA 200 ml distile suda
karistirillarak ¢oziildii. pH metre kullanilarak ¢ozeltini pH’1 10’a ayarlandi ve oda

sicakliginda muhafaza edildi.

Elektroforez tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 530,7 ml soguk distile su igerisine 16,5
ml 10 N NaOH ve 2,75 ml 200 mM EDTA ¢ozeltisi karistirildi ve uygulama giinii taze

hazirlanarak kullanildi.

Notralizasyon tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 48,5 mg Tris 750 ml distile suda
coziilerek ¢ozelti pH’s1 HCI kullanilarak 7,5’a ayarlandi. Cozeltinin son hacmi distile

su ile 1000 m1’ye tamamlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

Etanol ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; %50, %75 ve %95’°lik etanol ¢Ozeltileri istenilen

oranlarda distile su kullanilarak hazirlandi.

1 mM Hidrojen peroksit (H20») ¢6zeltisi hazirlamak i¢in; %35°lik H2O2 ¢6zeltisinden
9,7 wl aliarak 990 pl PBS ile karistirildi ve 100 mM H»O: ¢ozeltisi hazirlandi.
Uygulama giinii hazirlanan ¢ozeltiden 10 pl alinip 990 pl PBS ile karistirilarak 1 mM

H>0; ¢ozeltisi hazirlandi.

Etidiyum bromiir (EtBr) c¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 10 mg EtBr 50 ml distile su
igerisinde ¢oziilerek 200 pg/ml’lik stok EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Boyama giiniinde,
stok EtBr ¢ozeltisinden 1 ml alinip distile suyla 10 ml’ye tamamlanarak 20 pg/ml’lik

EtBr ¢6zeltisi hazirlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.
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3.4 Sitotoksisite ve Genotoksisitenin Belirlenmesi

3.4.1 NKA yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Sitotoksisite caligmalarinda BEAS-2B (saglikli akciger epitel hiicresi) ve A549
(kanserli akciger epitel hiicresi) hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler Bursa Uludag
Universitesi Biyoloji Boliimiinden Bursa Teknik Universitesi Biyomiihendislik
boliimiinde yiiriitiilen ¢aligmalarda kullanilmak {izere verilmistir. Transfer edilen bu
hiicreler bir siire steril sartlarda pasajlanarak kryotiiplerde dondurularak -80°C’de
saklanmistir. Calismalar sirasinda, hiicrelerin ileri alt kiiltiirler arasindan

secilmemesine dikkat edilmistir.

e -80°C’de saklanan hiicreler su banyosu igerisinde 1-2 dakika bekletilerek

¢Oziilmesi saglanmistir.

e Kabin igerisinde, steril bir falkona %5 oraninda FBS iceren PBS ¢ozme
sollisyonu hazirlanmistir. 37°C’den alinan hiicreler bu ¢6zme soliisyonuna
pipet ile vialden aktarilmigtir. Daha sonra 400 g’de 10 dakika santrifiij

yapilarak siipernatant kismi atilmistir.

e Kalan hiicre pelleti hacimce % 90 RPMI, % 10 fetal sigir serumu (FBS), % 1
penisilin-streptomisin ¢ozeltisi iceren besiyeri ile karistirilarak yatay kiiltiir

kaplar1 icerisine aktarilmistir.

e 37°C’de % 5 CO2 ve %95 nem igeren inkiibator igerisinde kiiltiir edilerek steril

ortamda ¢ogaltilmistir.

e Biiylimeye birakilan hiicreler, %70-80 doygunluga ulastiklarinda hiicre pasaj
yapilmistir.

e Pasaj asamasinda, besiyeri uzaklastirilip, hiicreler 7 ml ilik PBS ile yikanarak,
tizerine 3 ml Tripsin ¢ozeltisi eklenerek 3-4 dakika bekletilmistir. Hiicreler
yapistiklart yerden kalkana kadar kiiltiir kabinin tabanina hafif hafif

vurulmustur.

e Steril bir tiipe 10 ml besiyeri konularak, tripsin sayesinde zeminden ayrilarak

slispansiyon haline getirilen hiicreler eklenmistir.

e Hiicre siispansiyonu 400 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

24



Stipernatant kismi1 ¢alisma kabini igerisinde uzaklastirilmis ve dipte toplanan
hiicre pelleti hiicrenin yogunluguna goére 1-2 ml besiyeri ile dikkatlice

karigtirilmastir.

Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 10 pL alinarak bir ependorf tiipe

aktarilarak tizerine 10 pL tripan mavisi ¢ozeltisi eklenerek iyice karigtirilmigtir.

Thoma lamui {lizerine lamel yerlestirilerek, yaklagik 20 pL hiicre siispansiyonu

ile doldurulmustur.

Thoma laminda hiicre sayimi yapildiktan sonra hazirlanan hiicreler ¢coklu pipet
yardimiyla 96 kuyucuklu plakalara 200 ul 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde

ekim yapilmistir.

Plaka inkiibatore kaldirilarak 24 saat inkiibasyona birakilmis, hiicrelerin

kuyucuklar i¢cinde tutunarak ¢ogalmalar1 beklenmistir.

Bu esnada steril tiiplerde besiyeri igerisinde ¢alisilmasi planlanan Inula viscosa
metanol ve su ekstraktlari ana stoktan seyreltmeler yapilarak her biri 10 ml olan
7 tarkli konsantrasyon (1000, 500, 250, 100, 50, 25, 10 ul/ml) olacak sekilde
hazirlanip ve 200 pl/ kuyucuk olacak sekilde hiicreler lizerine eklenmistir.
Negatif kontrol grubu olarak normal besiyeri ortami ve pozitif kontrol olarak
%1 Triton X-100 iceren besiyeri ile hiicreler muamele edilerek 24 saat daha
inkiibasyona birakilmistir.

Bir sonraki giin ¢alisma sirasinda kullanilmak iizere notral kirmizi ¢ozeltisi
(100 ml besiyeri+ 1250 ul Notral kirmuzi stok ¢ozeltisi) hazirlanarak
inkubasyona birakilmistir.

24 saat sonunda plak icindeki test maddesini igceren besiyeri bosaltilmistir. Bir
giin 6nceden hazirlanan nétral kirmizi ¢ozeltisinden her bir kuyucuga 200 pl
eklenerek 3 saat daha inkiibasyon yapilmistir.

Siire sonunda boya ortamdan uzaklastirilmis ve kuyucuklar 3-4 kez 1lik PBS
ile yitkanmustir.

Tiim hiicrelere 200 pl %50 metil alkol, %1 asetik asit ve %49 distile su
karisimdan olusan fiksasyon ¢ozeltisi eklenmistir.

Plakalar, plaka calkalayict Ttzerine yerlestirilerek 20 dakika siire ile

calkalanmustir.
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Plakalardaki hiicrelerin optik yogunluklar1 plak okuyucuda 540 nm dalga
boyunda okutulmustur.

Deneylerin her asamas1 miimkiin oldugunca karanlikta yapilmistir.

Deneyler, farkli zamanlarda olmak {izere 3 kez tekrarlanip sonuglar bu 3

caligmanin ortalamasi alinarak hesaplanmustir.

3.4.2 MTT yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Sitotoksisite ¢alismalarinda BEAS-2B ve A549 hiicre hatlar1 kullanilmistir.

NKA testinde anlatildig: sekilde hiicreler cogaltilmistir.

Hiicreler MTT analizi i¢in 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu

kiiltiir plaklaria ekilmistir.

24 saat inkiibasyonun sonunda hiicrelerin kuyucuklar igerisine tutunmasi

saglanmistir.
24 saat sonunda steril sartlarda besiyeri uzaklastirilmistir.

Bu esnada steril tiiplerde besiyeri igerisinde ¢alisilmasi planlanan Inula viscosa
metanol ve su ekstrakti ana stoktan seyreltmeler yapilarak her biri 10 ml olan
7 farkli konsantrasyon (1000, 500, 250, 100, 50, 25, 10 ul/ml) olacak sekilde
hazirlanip ve 200 pl/ kuyucuk olacak sekilde hiicreler lizerine eklenmistir.

Negatif kontrol grubu olarak normal besiyeri ortami ve pozitif kontrol olarak
%1 Triton X-100 igeren besiyeri ile hiicreler muamele edilerek 24 saat daha

inkiibasyona birakilmistir.

24 saat inkiibasyonun sonunda test maddesini i¢eren besiyeri uzaklastirilarak

her bir kuyucuga 100 pl MTT ¢ozeltisinden eklenmistir.

Hiicreler, 37°C’de % 5 CO2 ve %95 nem igeren inkiibator icerisinde 4 saat

inkiibasyona birakilmistir.
Stirenin sonunda MTT c¢ozeltisi uzaklastirilmistir.

Olusmasi beklenen formazan kristalleri 100 pl/kuyucuk olacak sekilde DMSO

ile ¢ozlilmiistiir.

Kiiltiir plakalar1 10 dakika yatay calkalayiciya konduktan sonra olusan renk
degisim miktar1 plak okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir
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Deneyler farkli zamanlarda olmak {izere 3 kez tekrarlanip; sonuglar bu 3

caligmanin ortalamasi alinarak hesaplanmustir.

3.4.3 Comet yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkinin belirlenmesi

Ekstrelerin comet yontemi ile genotoksik ve H»O, tarafindan olusturulan genetik

hasara kars1 olas1 antigenotoksik etkilerini incelemek amaciyla BEAS-2B ve A549

hiicre hatlar1 kullanilmustir.

12 kuyulu kiiltiir plakalarma; 1 ml besiyeri igerisinde 10° hiicre/kuyucuk

olacak sekilde hiicreler ekilerek 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

24 saatin sonunda genotoksik etkisi arastirilan ekstraktin belirlenen
konsantrasyonlar1 besiyeri icerisinde hazirlanarak her kuyucuga 1 ml olacak

sekilde madde uygulamasi yapilmustir.
Ekstraktlarla inkiibasyon sonrasinda hiicreler 1 ml PBS ile 2 defa yikanmustir.

400 pl tripsin ¢ozeltisi her bir kuyucuga ilave edilmistir. 3-5 dk inkiibasyon

stiresi sonunda 600 pul besiyeri eklenerek tripsin inaktive edilmistir.
Toplam1 1000 pl olan hiicre siispansiyonu eppendorf tiiplere alinmistir.

Mikrosantrifiijde 2000 rpm’de 5 dk siireyle hiicre siispansiyonu santrifiij

edilmistir.

Stipernatant atilarak 1 ml PBS ile hiicreler resuspende edilmistir. Bu agsamada

thoma lam1 kullanilarak hiicre sayimi gerceklestirilmistir.

Resuspende edilen hiicre slispansiyonundan normal grup uygulamalari i¢in 50
pul hiicre alinarak 50 pl 9%0,75’1ik LMA ile eppendorf tiip igerisinde

karistirilmastir.

H20:> 1i gruplar igin ise; ayr1 bir eppendorf tiiptine 900 pul PBS tizerine 50 pl
hiicre ve en son 50 pl H2O: (son konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde) ilave

edilerek 5 dk siire ile +4 buzdolabinda bekletilmistir.

Daha sonra tiipler 3000 rpm’de 5 dk siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiiji
takiben, 950 pl siipernant atilarak dipte kalan 50 pl hiicre 50 pl %0,75’lik LMA

ile karistirilmastir.
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e Tiim uygulama gruplar icin LMA ile karigtirilan hiicreler, 10.000-20.000
hiicre/lam olacak sekilde NMA ile kaplanmis olan lamlara yayilmistir. Lamlar
buz iizerinde yaklasik 10-15 dk siire ile bekletilerek agarin katilagmasi

saglanmistir.

e 15 dk sonunda lam tizerinde bunulan lameller alinarak lamlar daha 6nceden
hazirlanip buzdolabinda bekletilen liziz ¢6zeltisi igerisinde 1-1,5 saat siireyle

bekletilmistir.

e Liziz isleminden sonra lamlar elektroforez tankinin igerisine yerlestirilmistir
(rodajli kisim siyah elektrot tarafina bakmalidir). Yerlestirilen lamlar

elektroforez ¢ozeltisi igerisinde akim uygulanmadan 20 dk bekletilmistir.

e 20 dk sonunda 21 V 600 mA akim ile 20 dk boyunca elektroforez

uygulanmistir.

e Ardindan lamlar 5 dk distile suda, takiben 15 dk nétralizasyon ¢dzeltisinde

bekletilmistir.

e Daha sonra, lamlar sirayla 5’er dakikalik periyotlarla %50 lik, %75’lik ve %95

lik etanol ¢ozeltileri igerisinde bekletilmistir.

e Tiim islemler karanlikta yapilmistir.

e (Comet analizleri asamasinda lamlar {izerine etidium bromiir ¢ozeltisi ilave
edilip floresan mikroskop altinda incelenmistir.

e Her deneyde tiim konsantrasyonlar icin lamlar ikiser tekrarli hazirlanmis ve
tim deneyler birbirinden bagimsiz olarak ayr1 zamanlarda 3 kez
tekrarlanmistir.

e Her uygulama grubundan 100 hiicre ve ayr1 zamanlardaki 3 ayri tekrarl
calisma i¢in toplamda 300 hiicre comet analiz programi ile kuyruk uzunlugu,
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametrelerine gore DNA hasar

derecesi degerlendirilmistir.

3.5 istatistiksel Yontemler

Sitotoksisite testlerinde (NKA ve MTT) her bir 6rnek kontrol grubu ile kiyaslanarak

% hiicre canlilik olarak belirlenmistir.
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Tek hiicre jel elektroforez (Comet) yonteminde, tiim veriler IBM SPSS 22.0 yazilim
programinda ANOVA, LSD testi kullanilarak degerlendirilmis, uygulama gruplari
genotoksite i¢in negatif kontrolle; antigenotoksite 1i¢in pozitif kontrolle

karsilastirilarak istatistiksel anlamliliklar1 degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Sitotoksisitenin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

4.1.1 Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin NKA

yontemi ile sitotoksisitelerinin degerlendirilmesine iliskin bulgular

4.1.1.1 Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ekstraktinin NKA yontemi ile

sitotoksisitenin degerlendirilmesine iliskin bulgular

Inula viscosa bitkisinin metanol ekstraktinin7 farkli konsantrasyonun (10, 25, 50, 100,
250, 500, 1000 pg/ml) saglikli akciger (BEAS-2B) ve kanserli akciger (A549)
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi NKA yoOntemi ile degerlendirilmistir. NKA deneyi
sonuclarina gore; 10-100 pg/ml uygulama konsantrasyonlari hiicre canlilig1 iizerine
sitotoksik etki gostermemistir. 250 pg/ml konsantrasyonunda ise hiicre canliligi
%350’nin altina diismiistiir (Sekil 4.1). Ayrica, 7 farkli konsantrasyonun hepsinde
BEAS-2B hiicre canliligt A549 hiicre canlilifindan fazladir (Sekil 4.1). Inula
viscosa’nin metanol ekstraktinin NKA yontemine gore ICso degeri BEAS-2B hiicreleri

icin 178,65 pg/ml olarak, A549 hiicreleri i¢in ise 119,37 pg/ml olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1: NKA yontemine gore Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ekstraktinin
saglikli akciger (BEAS-2B) ve kanserli akciger (A549) hiicrelerinde sitotoksik
etkisinin karsilastirilmasi. *

* Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.1.1.2 Inula viscosa bitkisinin su (IVW) ekstraktinin NKA yontemi ile

sitotoksisitenin degerlendirilmesine iliskin bulgular

Inula viscosa bitkisinin su ekstraktinin 7 farkli konsantrasyonun (10, 25, 50, 100, 250,
500, 1000 pg/ml) saghkli akciger (BEAS-2B) ve kanserli akciger (A549)
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi NKA yontemi ile degerlendirilmistir. NKA deneyi
sonuglarina gore; 10-100 pg/ml uygulama konsantrasyonlari hiicre canlilig iizerine
herhangi bir sitotoksik etki gdstermemistir. 250 pg/ml konsantrasyonunda ise hiicre
canlilig1 %50°nin altina diismistiir (Sekil 4.2). Ayrica, 7 farkl konsantrasyonun 500
ve 1000 pg/ml konsantrasyonlari hari¢ hepsinde yiizde BEAS-2B hiicre canlilig1 yiizde
A549 hiicre canliligindan fazladir (Sekil 4.2). Inula viscosa’nin su ekstraktinin NKA
yontemine gore ICso degeri BEAS-2B hiicreleri i¢in 206,07 pg/ml olarak, A549
hiicreleri i¢in ise 215,86 pg/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.2: NKA yontemine gore Inula viscosa bitkisinin su (IVW) ekstraktinin saglikli
akciger (BEAS-2B) ve kanserli akciger (A549) hiicrelerinde sitotoksik etkisinin
karsilastirilmasi. *

* Sonuglar {i¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.1.2 Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin MTT

yontemi ile sitotoksisitelerinin degerlendirilmesine iliskin bulgular

4.1.2.1 Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ekstraktinin MTT yontemi ile

sitotoksisitenin degerlendirilmesine iliskin bulgular

Inula viscosa bitkisinin metanol ekstraktinin 7 farkli konsantrasyonun (10, 25, 50, 100,
250, 500, 1000 pg/ml) saghikli akciger (BEAS-2B) ve kanserli akciger (A549)
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi MTT yontemi ile degerlendirilmistir. MTT deneyi
sonuglarina gore; 10-100 pg/ml uygulama konsantrasyonlar1 hiicre canlilig iizerine
herhangi bir sitotoksik etki gdstermemistir. 250 pg/ml konsantrasyonunda BEAS-2B
hiicrelerinin hiicre canliligi %50’nin altina diiserken, A549 hiicreleri i¢in hiicre
canlilig1 100 pg/ml konsantrasyonundan sonra %50°nin altina diismistiir (Sekil 4.3).
Ayrica, 7 farkli konsantrasyonun 250, 500 ve 1000 pg/ml gibi sitotoksik etki gdsteren
konsantrasyonlar1 haricinde geriye kalan konsantrasyonlarda yiizde BEAS-2B hiicre
canliligr yiizde A549 hiicre canliligindan fazladir (Sekil 4.3). Inula viscosa’nin
metanol ekstraktinin MTT yontemine gore ICso degeri BEAS-2B hiicreleri i¢in
111,78 ug/ml olarak, A549 hiicreleri i¢in ise 84,62 pg/ml olarak belirlenmistir (Cizelge
4.1).
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Sekil 4.3: MTT yontmine gore Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ekstraktinin
saglikli akciger (BEAS-2B) ve kanserli akciger (A549) hiicrelerinde sitotoksik
etkisinin karsilastirilmasi. *

* Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.1.2.2 Inula viscosa bitkisinin su (IVW) ekstraktinin MTT yontemi ile

sitotoksisitenin degerlendirilmesine iliskin bulgular

Inula viscosa bitkisinin su ekstraktinin 7 farkli konsantrasyonun (10, 25, 50, 100, 250,
500, 1000 pg/ml) saghkli akciger (BEAS-2B) ve kanserli akciger (A549)
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi MTT yontemi ile degerlendirilmistir. MTT deneyi
sonuglara gore; 10-100 pg/ml uygulama konsantrasyonlar1 hiicre canlilig iizerine
herhangi bir sitotoksik etki gostermemistir. 100 pg/ml konsantrasyonu itibariyle hem
BEAS-2B hiicrelerinin hem de A549 hiicrelerinin canlilig1t %50 nin altina diismiistiir
(Sekil 4.4). Ayrica, 7 farkli konsantrasyonun 250, 500 ve 1000 pg/ml gibi sitotoksik
etki gOsteren konsantrasyonlar1 haricinde geriye kalan konsantrasyonlarda yiizde
BEAS-2B hiicre canlilig1 ylizde A549 hiicre canlilifindan fazladir (Sekil 4.4). Inula
viscosa’nin metanol ekstraktinin MTT yontemine gore ICso degeri BEAS-2B hiicreleri
icin 105,91pug/ml olarak, A549 hiicreleri i¢in ise 93,6pg/ml olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.1).
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Sekil 4.4: MTT yontemine gore Inula viscosa bitkisinin su (IVW) ekstraktinin saglikli
akciger (BEAS-2B) ve kanserli akciger (A549) hiicrelerinde sitotoksik etkisinin
karsilastirilmasi. *

* Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.1.3 Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin
kanserli akciger (A549) hiicreleri iizerinde antiproliferasyon etkisinin

kiyaslanmasina iliskin bulgular

Inula viscosa bitkisinin metanol ve su ekstraktlarinin 7 farkli konsantrasyonun (10, 25,
50, 100, 250, 500, 1000 pg/ml) kanserli akciger hiicreleri (A549) iizerindeki
antiproliferatif etkisi NKA yontemi ile degerlendirilmistir. NKA deneyi sonuglarina
gore; 7 farkli konsantrasyonun hepsinde su ekstraktinin yiizde A549 hiicre canlilig
metanol ekstraktinin ylizde A549 hiicre canlilifindan fazladir (Sekil 4.5). Diger bir
deyisle, Inula viscosa bitkisinin metanol ekstrakti su ekstraktina gore daha iyi

antiproliferatif etki gdstermistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin NKA
yontemine gore kanserli akciger (A549) hiicreleri lizerinde antiproliferasyon etkisinin

karsilastirilmasi.

*

* Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Cizelge 4.1’de BEAS-2B ve A549 hiicre hatlarinin metanol, su ekstraklar1 ve NKA,

MTT yontemlerine gore ICso degerleri ¢izelge halinde toplu sekilde verilmistir.

Cizelge 4.1: NKA ve MTT testi ile belirlenen ICso degerleri.

Uygulamalar NKA Yontemi MTT Yontemi
(ng/mL) (ng/mL)
BEAS-2B/IVM 178,65 111,78
BEAS-2B/IVW 206,07 105,91
A549/IVM 119,37 84,62
AS549/IVW 215,86 93,6
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4.2 Genotoksisitenin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

4.2.1 Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin comet
yontemi ile saghkl akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) genotoksisitelerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Sitotoksisite degerlendirmeleri sonrasinda her iki hiicre hatti iizerinde sitotoksik
olmayan konsantrasyonlar (10, 25, 50, 100 pg/ml) secilerek DNA hasar oranlarinin

tayin edilebildigi bir genotoksisite testi olan comet testi analizlerine gegilmistir.

Inula viscosa’nin saglikli akciger (BEAS-2B) hiicrelerinde DNA hasarina kars etkileri
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olarak belirlenmis ve

sonuglar Cizelge 4.2°de ve Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Inula viscosa’nin her bir ekstraktt (IVM ve IVW) i¢in 4 farkli konsantrasyonunun (10,
25, 50, 100 pg/ml) saglikli akciger hiicrelerine uygulanmasi sonrasinda, negatif
kontrole kiyasla kuyruk wuzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
degerlendirmesinde DNA hasari olusturdugu; DNA kuyruk uzunlugu parametresini
kapsayan tiim konsantrasyonlarda ve pozitif kontrolde istatiksel olarak 6nemli bir artis
gbzlenirken; kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametrelerinin bazi
konsantrasyonlarinda ve pozitif kontrollerinde istatistiksel olarak dnemli artisa neden

oldugu goriilmistiir (p<0,05).
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Cizelge 4.2: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin
sagliklt akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) DNA hasarina karsi etkilerine iliskin
bulgular. *

Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Uzunlugu Yogunlugu Momenti
tstandart | +standart hata +standart
hata hata

Negatif Kontrol

24,44+0,35 3,31+0,39 0,39+0,04
Pozitif kontrol (50uM H202)

66,03+1,26% 41,75+1,50? 13,07+0,63*
10pg/ml IVM

30,47+0,63* 7,42+0,65% 1,22+0,13
25ng/ml IVM

34,710,712 8,86+0,69% 1,60+0,17
S0pg/ml IVM

32,85+0,67* 7,84+0,80? 1,65+0,30
100pg/ml IVM

36,46+0,76* 7,96+0,56* 1,33+0,12
10pg/ml IVW

40,12+0,95% 12,07+0,78* 2,34+0,19?
25pg/ml IVW

36,61+0,66* 8,36+0,82% 1,47+0,22
S50pg/ml IVW

33,27£0,6 * 5,30+0,42 0,79+0,06
100pg/ml IVW

31,47+0,54% 5,84+0,73 0,93+0,16

* Ug ¢alismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli
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Sekil 4.6: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin saglikli
akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) comet kuyruk uzunlugu iizerine etkileri. *

* (g calismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1
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Sekil 4.7: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin saglikli
akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) comet kuyruk yogunlugu iizerine etkileri. *

* g calismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1
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Sekil 4.8: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin saglikli
akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) comet kuyruk momenti iizerine etkileri. *

* (g calismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli

4.2.2 Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin comet
yontemi ile kanserli akciger hiicrelerinde (A549) genotoksisitelerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Inula viscosa’nin kanserli akciger (A549) hiicrelerinde DNA hasarina kars1 etkileri
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olarak belirlenmis ve

sonuglar Cizelge 4.3’de ve Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Inula viscosa’nin her bir ekstrakti IVM ve IVW) i¢in 4 farkli konsantrasyonunun (10,
25, 50, 100 pg/ml) kanserli akciger (A549) hiicrelerine uygulanmasi sonrasinda,
negatif kontrole kiyasla kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
degerlendirmesinde DNA hasart olusturdugu; DNA kuyruk uzunlugu ve kuyruk
yogunlugu parametrelerinin bazi konsantrasyonlarinda ve pozitif kontrollerinde
istatistiksel olarak Onemli artisa neden olurken, kuyruk momenti parametresinde

pozitif kontrol disinda istatiksel olarak dnemli bir artisa neden olmamistir (p<0,05).
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Cizelge 4.3: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin

kanserli akciger hiicrelerinde (A549) DNA hasarina karsi etkilerine iliskin bulgular. *

Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Uzunlugu Yogunlugu Momenti
tstandart hata | +standart hata tstandart
hata
Negatif Kontrol
30,16+0,65 8,26+0,96 1,46+0,24
Pozitif kontrol (H202)
56,67+1,19% 32,23+1,48* 8,98+0,57*
10pg/ml IVM
30,59+0,51 6,82+0,67 1,16+0,16
25ng/ml IVM
36,20+0,69* 12,28+0,78* 2,00+0,16
S0pg/ml IVM
32,95+0,65% 8,32+0,70 1,36+0,16
100pg/ml IVM
42,20+0,93% 12,22+0,69% 2,23+0,13
10pg/ml IVW
35,14+0,56* 9,58+0,74 1,64+0,14
25pg/ml IVW
31,65+0,51 9,29+0,63 1,41+0,11
S50pg/ml IVW
32,28+0,65 9,55+0,87 1,71+0,22
100pg/ml IVW
35,88+0,74* 12,99+0,95% 2,36+0,25

* (g calismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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Sekil 4.9: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin kanserli
akciger hiicrelerinde (A549) comet kuyruk uzunlugu iizerine etkileri. *

* (g caligmanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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Sekil 4.10: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin
kanserli akciger hiicrelerinde (A549) comet kuyruk yogunlugu iizerine etkileri. *

* (g calismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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Sekil 4.11: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin
kanserli akciger hiicrelerinde (A549) comet kuyruk momenti iizerine etkileri. *

* (g calismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli

4.3 Antigenotoksisitenin Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

4.3.1 Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin comet
yontemi ile saghklh akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) antigenotoksisitelerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Inula viscosa’nin BEAS-2B hiicrelerinde H>O:> ile indiiklenen DNA hasarina karsi
etkileri kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olarak belirlenmis ve

sonuglar Cizelge 4.4°de ve Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14°de gdsterilmistir.

Inula viscosa muamelesinin ardindan H>O: uygulanan gruplar, tek basina H>O»
uygulanmis olan pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece kuyruk uzunlugu
parametresinin su eksraktinin en diisiik konsantrasyonunda (10pg/ml IVW+H>0»)
DNA hasarinda bir azalma oldugu yani koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir. Diger

parametrelerde ve konsantrasyonlarda koruyucu etki goriilmemistir.
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Cizelge 4.4: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin
H>0; ile oksidatif hasar indiiklenen saglikli akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) DNA
hasarina kars1 etkilerine iligkin bulgular. *

Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Uzunlugu Yogunlugu Momenti
+standart | +standart hata tstandart
hata hata

Negatif Kontrol

24,44+0,35 3,31+0,39 0,39+0,04
Pozitif kontrol (50uM H202)

66,03%1,26 41,75%+1,50 13,07+0,63
10pg/ml IVM+H20:2

70,25+1,50* 53,88+1,76* 18,18+0,87*
25pg/ml IVM+H20:2

72,63+1,96% 52,37£1,90% 19,18+1,03%
S50png/ml IVM+H20:2

75,29+£1,42% 54,80+1,55% 18,37+0,72*
100pg/ml IVM+H20:2

78,22+1,95% 54,69+1,66% 18,94+0,82%
10pg/ml IVW+H20:2

59,99+1,30% 46,84+1,49% 12,87+0,55
25pg/ml IVW+H20:

81,41£1,76% 58,73£1,61% 21,37+£0,84 %
50pg/ml IVW+H202

73,44+1,67% 51,10+1,52¢ 16,82+0,74 %
100png/ml IVW+H202

79,97+1,38% 46,16+1,47% 16,93+0,83 %

* Ug ¢alismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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Sekil 4.12: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin H,O»
ile oksidatif hasar indiiklenen saglikli akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) comet kuyruk
uzunlugu iizerine etkileri. *

* (g caligmanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Pozitif kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlaml
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Sekil 4.13: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin H>O»
ile oksidatif hasar indiiklenen saglikli akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) comet kuyruk
yogunlugu iizerine etkileri. *

* g galismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml

44



= N N
w o (6]

DNA Kuyruk Momenti
=
o

Sekil 4.14: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin H,O»
ile oksidatif hasar indiiklenen saglikli akciger hiicrelerinde (BEAS-2B) comet kuyruk
momenti tizerine etkileri. *

* (¢ calismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml

4.3.2 Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin comet
yontemi ile kanserli akciger hiicrelerinde (A549) antigenotoksisitelerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Inula viscosa’nin A549 hiicrelerinde H»O; ile indiiklenen DNA hasarina kars1 etkileri
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olarak belirlenmis ve

sonuglar Cizelge 4.5°de ve Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17°de gdsterilmistir.

Inula viscosa muamelesinin ardindan H>O» uygulanan gruplar, tek basina H>O»
uygulanmis olan pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda kuyruk uzunlugu kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti parametrelerinin hepsinde metanol eksraktinin en
diisiik konsantrasyonunda (10pug/ml IVM+H>0;) ve en yiiksek konsantrasyonunda
(100pg/ml IVM+H202) DNA hasarinda bir azalma oldugu yani koruyucu etki

gosterdigi belirlenmistir. Diger konsantrasyonlarda koruyucu etki goriilmemistir.
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Cizelge 4.5: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin

H2O0: ile oksidatif hasar indiiklenen kanserli akciger hiicrelerinde (A549) DNA
hasarina karsi etkilerine iliskin bulgular. *

Kuyruk Kuyruk Kuyruk

Uzunlugu Yogunlugu Momenti

+standart tstandart hata | standart

hata hata
Negatif Kontrol

30,16+0,65 | 8,26+0,96 1,46+0,24
Pozitif kontrol (50uM H202)

56,67£1,19 | 32,23+1,48 8,98+0,57
10pg/ml IVM+H202

34,87+1,11* | 19,02+1,23 ¢ 3,98+0,33?
25pg/ml IVM+H202

87,15£1,54% | 58,51£1,69? 22,05+0,87%
S50pg/ml IVM+H20:2

83,37+1,56* | 50,01+1,61% 18,54+0,90%
100pg/ml IVM+H20:2

41,37+0,98 * | 27,09+1,59 * 6,02+0,47 *
10pg/ml IVW+H20:2

69,17+1,16* | 52,33+1,62% 16,14+£0,65%
25pg/ml IVW+H20:

67,58+1,17* | 57,60+1,58*% 17,73+0,68 *
50pg/ml IVW+H202

73,58+1,11% | 58,90+1,20*% 18,40+0,56 %
100pg/ml IVW+H20:2

65,70£1,21% | 56,71+1,32% 15,98+0,55%

* Ug ¢alismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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DNA Kuyruk Uzunlugu

Sekil 4.15: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin H,O»
ile oksidatif hasar indiiklenen kanserli akciger hiicrelerinde (A549) comet kuyruk
uzunlugu iizerine etkileri. *

* (g caligmanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Pozitif kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlaml
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Sekil 4.16: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin H>O»
ile oksidatif hasar indiiklenen kanserli akciger hiicrelerinde (A549) comet kuyruk
yogunlugu iizerine etkileri. *

* (g galismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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DNA Kuyruk Momenti

Sekil 4.17: Inula viscosa bitkisinin metanol (IVM) ve su (IVW) ekstraktlarinin H,O»
ile oksidatif hasar indiiklenen kanserli akciger hiicrelerinde (A549) comet kuyruk
momenti iizerine etkileri. *

* (g caligmanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
2 Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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5. TARTISMA

Gilintimiizde geleneksel tip, diinyanin birgok yerinde alternatif tedavi bigimi olarak
tercih edilmektedir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO)’niin verilerine gore insan
poplilasyonunun %65°1 alternatif bir tedavi bigimi olan geleneksel tibbi, hastaliklarin
tedavisinde oncelikli olarak tercih etmektedir.

Geleneksel tibbin igerigini olusturan dogal iirlinlerin; yiliksek etkinlik ve diisiik
toksisiteye sahip olmasi dolayisiyla antikanser aktivite goOsteren iirlinler arasinda
oldugu kabul edilmektedir. Hali hazirda kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin
%60’dan fazlasinin dogal iirlinlerden izole edilen igeriklerden olustugu ve birgogunun
da bitkisel kaynakli oldugu bilinmektedir (Ma ve Wang, 2009; Gordaliza, 2007).
Geleneksel tipta kullanilan bitki ekstraktlarinin ve bu ekstraktlarin barindirdig: fenolik
bilesiklerin kanser tedavisinde antikanser ajan olarak kullanimi iizerine literatiirde
bir¢ok ¢aligsma bulunmaktadir. Diinyanin bir¢ok iilkesinde toksisite olusturmayan bitki
ekstraktlari, kanser tedavisine ortak alternatif bir tedavi olarak kullanilmaktadir (Patil,
2013).

Gilintimiizde halen baz1 bitkisel ekstraklarin ve antikanser 6zellik gosteren antioksidan
kaynakli ajanlarin insan sagligi iizerinde olusabilecek olasi toksisitelerine iliskin
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Antioksidan aktivite gosteren bitkisel kaynakl tirtinler,
reaktif oksijen bilesiklerinin neden olabilecegi olast DNA hasarinin ve olusabilecek
diger radikal hasarlarin tedavisinde 6nemli rol oynamaktadir. Bitki ekstraktlarinin
prooksidan/antioksidan etkisi, serbest radikal tutma aktivesi ile bitkinin fitokimyasal
bilesenlerinin indirgeme giicii arasindaki dengeden kaynaklanmaktadir. Yani, bir bitki
diisiik konsantrasyonlarda antioksidan etki gdsterebiliyorken ayni bitkinin yiiksek
konsantrasyonlar1 prooksidan etki gosterebilmektedir. Bu yiizden, antikanser ajan
olarak kullanilacak olan bitkisel ajanlarin kimyasal 6zelliklerinin ve toksik etkilerinin
tam olarak belirlenmesi gerekmektedir (Jamieson ve dig, 2014; Hadi ve dig, 2007).
Inula viscosa; Inula cinsine ait yaklasik 100 tiirden yalnizca biri olan ve sitotoksik
etkisi kanitlanmis bir bitkidir (Rozenblat ve dig, 2008). Inula viscosa bitkisinin ¢esitli

ekstraktlarinin saglikli ve kanser hiicre hatlari iizerinde sitotoksik ve antiproliferatif
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ozellikleri arastirilmigtir, genotoksik etki ise yalnizca Allium testi ile sogan kok
meristem hiicreleri iizerinde incelenmis olup (Celik ve Aslantiirk, 2010) literatiir
arastirmalarinda Lviscosa bitkisinin genotoksik etkisi ile ilgili rastlanilan tek
calismanin bu ¢alisma oldugu tespit edilmistir. Ayrica olast DNA hasarma karsin,
Inula viscosa bitkisinin antigenotoksik etkisinin olup olmadigini arastiran higbir
calismaya rastlanilmamigtir.

Inula viscosa bitkisine dair literatiirde yer alan agikliklar dikkatle ve kapsamli bir
arastirmayla belirlenerek, bu tez ¢alismasinda Inula viscosa bitkisinin su ve metanol
ekstraklar1 olmak {tizere iki farkli ekstraktinin daha Once c¢esitli kanser hiicreleri
tizerinde denenen sitotoksik etkisi, ilk defa akciger kanser hatti (A549) lizerinde
arastirilmistir. Hiicre canliliginin karsilastirilmasi icin akciger kanser hiicre hatti
(A549)’na karsin saglikli akciger hiicre hatti1 (BEAS-2B) tercih edilmistir. Sitotoksik
olmayan konsantrasyonlar belirlendikten sonra, Inula viscosa bitksinin su ve metanol
ekstraklarinin genotoksik etkisi ilk defa memeli hiicre kiiltiirii olan BEAS-2B ve A549
hiicre hatlar1 lizerinde incelenmistir. Son olarak ise, BEAS-2B ve A549 hiicre hatlar1
tizerinde olusturulan DNA hasarina karsin Inula viscosa bitkisinin su ve metanol
ekstraktlarinin  koruyuculugu olup olmadiginin arastirilmasi antigenotoksisite
incelemesi kapsaminda yapilmstir.

Bu tez calismasinda, dncelikle Manisa’nin Akhisar il¢esinden toplanan ve kurutulan
Inula viscosa bitkisinin ¢icek ve yaprak kisimlarindan su ve metanol kullanilarak
ekstraksiyon yapilmistir. Kamer Colak’in yapmis oldugu ¢alismada Inula viscosa’nin
su ve metanol olmak iizere iki sekilde ekstraksiyonu gerceklestirildikten sonra, elde
edilen oziitlerin kramotografik analizi yapilmistir. Analizlere gore su Oziitlinlin
metanol 6ziitline gére daha fazla fenolik bilesigi icerisinde ¢ozdiigii ve toplamda 6 kat
daha fazla antioksidan kapasiteye sahip oldugu sonucuna varilmistir (Kamer Colak,
2019). Bu ¢alismadaki bilgiler 1s181nda, Inula viscosa’nin su ve metanol ekstraklari
hazirlanmis olup karsilastirmali olarak hangi ekstraktin A549 hiicre hatti iizerinde daha
1yi proliferatif etkiye sahip oldugu ve literatiirle tutarli olup olmadig1 incelenmistir.
Bu tez c¢alismasinda [Inula viscosa bitki ekstraktlar1 hazirlandiktan sonra,
konsantrasyon belirleme asamasina gecilmistir. Bugiine kadar Lviscosa ile ilgili
yapilan sitotoksite ve antiproliferatif etkiyi iceren caligmalar incelendiginde; c¢esitli
kanser hiicre hatlar1 iizerindeki yaklasik I1Cso degerleri baz alinarak konsantrasyon
aralig1 belirlenmistir. Bu degerler rahim agz1 kanseri SiHa ve HeLa hiicre hatlarina

kars1 yaklasik 50 pg/ml, meme kanseri hiicre hatlarina kars1 yaklasik 150 pg/ml, kolon

50



kanseri HTC116 ve Colo320 hiicrelerinde yaklasik 300 pg/ml, glioblastoma T98-G
hiicre hatt1 iizerinde yaklasik 120 pg/ml, cilt kanseri A2058 ve MeWo hiicrelerinde ise
yaklasik 60 pg/ml’dir. Bu konsantrasyonlar1 igeren aralik gbz 6niine alinarak saglikli
akciger hiicre hattt BEAS-2B ve kanserli akciger A549 hiicre hatt1 i¢in diisiik ve
yiiksek konsantrasyonlari da igeren konsantrasyon aralig1 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve
1000 pg/ml olarak belirlenmistir (Benbacer ve dig, 2012; Messaousi ve dig, 2016; Bar-
Shalom ve dig, 2019; Ozkan ve dig, 2019; Kamer Colak ve dig, 2020).

Hiicre hatlarinda gergeklestirilen ilk analiz olan Noétral kirmizi alim yontemi (NKA)
bulgularinin Sekil 4.1 ve Sekil 4.2” deki sonuglarina gore; su ve metanol ekstraklarinin
her ikisinde de 250, 500 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda sitotoksik etki
gbzlenirken; 10, 25, 50 ve 100 pg/ml’lik konsantrasyonlarda sitotoksik etki
gbzlenmemistir. Ayrica, metanol ekstraktini iceren Sekil 4.1 incelendiginde 7 farkl
konsantrasyonun hepsinde BEAS-2B hiicre canlilifi A549 hiicre canliligindan
fazladir. Bu sonucu gore, /nula viscosa 'nin metanol ekstraktinin sitotoksik etkisinin
A549 hiicre hattinda BEAS-2B hiicre hattina kiyasla daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, su ekstraktini igeren Sekil 4.2 incelendiginde, sitotoksik olmayan
konsantrasyonlarda (10, 25, 50 ve 100 pg/ml) hiicre canliligit BEAS-2B hiicre hattinda
AS549 hiicre hattina kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her iki ekstrakta da
baktigimizda 10-100 pg/ml’lik spesifik konsantrasyon araliinda BEAS-2B hiicre
canliliginin kanserli hiicre hatti olan A549 hiicre canliligindan daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bu da, Inula viscosa’nin antikanser ajan olarak kullanilabilecegini ve

yapilan literatiirdeki diger ¢aligsmalarla tutarli sonug verdigini gostermektedir.

Inula viscosa’nin metanol ekstraktinin NKA ydntemine gore ICso degeri BEAS-2B
hiicreleri i¢in 178,65 pg/ml olarak, A549 hiicreleri icin ise 119,37 pg/ml olarak
belirlenirken; Inula viscosa’nin su ekstraktinin NKA yontemine gore 1Cso degeri
BEAS-2B hiicreleri i¢in 206,07 pg/ml olarak, A549 hiicreleri i¢in ise 215,86 pg/ml
olarak belirlenmistir. Cizelge 4.1°deki ICsp sonuglarin1 kiyasladigimizda metanol
ekstraktinin su ekstraktina kiyasla her iki hiicre hattinda da NKA yontemine gore daha
diistiik ICso degerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu da kromatografik analiz sonucu
tespit edilen metanol ekstraktinin fenolik bilesenlerin antiproliferatif 6zelliklerinin daha
yiiksek oldugunun ve daha yiiksek antioksidan seviyesine sahip oldugunu gostermistir. Bu

bilgilere ek olarak, Sekil 4.5°de Inula viscosa’nin metanol ekstraktinin su ekstraktina

51



kiyasla AS549 hiicre hatt1 lizerinde daha iyi antiproliferatif etkiye sahip oldugu

goriilmektedir.

Sitotoksisite testleri arasinda NKA yonteminin sonucglarint kiyaslamak icin ikinci bir
analiz olarak MTT testi yapilarak sitotoksik etki aragtirilmistir. Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°deki
sonuglar incelendiginde; 10-100 pg/ml araligindaki uygulama konsantrasyonlarinda
hiicre canlilig1 iizerine sitotoksik etki gdzlenmezken, 250-1000 pg/ml konsantrasyonu
araliginda sitotoksik etki gdzlenmistir. 100 pg/ml konsantrasyonu itibariyle hem
BEAS-2B hiicrelerinin hem de A549 hiicrelerinin canlilig1t %50’ nin altina diismiistiir
(Sekil 4.4). Ayrica, sitotoksik etki gosteren konsantrasyonlar haricinde geriye kalan
konsantrasyonlarda ylizde BEAS-2B hiicre canlilig1 ylizde A549 hiicre canliligindan
fazladir. Inula viscosa’nin MTT yontemine gore ICso degerlerini Cizelge 4.5°e gore
kiyaslayacak olursak; A549 hiicre hatt1 izerinde metanol ekstraktinin ICso degeri 84,62
pg/ml ile su ekstraktinin ICso degeri 93,6 pg/ml’ya kiyasla daha diisiik oldugundan
dolay1, metanol ekstrakti NKA yoéntemindeki gibi A549 hiicre hatti tizerinde daha iyi

antiproliferatif etki gdstermistir.

Bu tez calismasi dahilinde yapilan sitotoksite sonuglarina gore Inula viscosa bitkisinin
metanol ekstraktinin kanserli akciger A549 hiicre hatti {izerinde su ekstraktina gore
daha 1yi antiproliferatif etki gostermesinin sebepleri arasinda metanol ekstraktinin su
ekstraktina gore daha fazla terpenoid, flavonoid ve seskiterpen laktonlarindan
inulaviscolid ve tomentosin gibi aktif bilesene sahip olabilecegi ve bu aktif bilesenlerin
farkli hiicre hatlar iizerinde sitotoksik etkisinin olup hiicrelerde apoptatik yolaklar
diizenleyici etkisi oldugu diisiintilmiistiir (Boyd, 1997; Scalbert ve dig, 2005; Lee ve
dig, 2019).

Ayrica, 10-100 pg/ml konsantrasyon araliginda her iki yontemde de BEAS-2B hiicre
canliliginin A549 hiicre canliligindan yiliksek olmasimin sebepleri arasinda, Inula
viscosa bitkisinin A549 hiicre hatt1 {izerindeki apoptatik yolaklarin diizenlenmesini
tetikliyor olabilecegi gibi hiicre siklusunun diizenlenmesinde de etkili olabilecegi
tizerinde yapilan calismalar degerlendirilmistir (Khan ve dig, 2006; Bar-Shalom ve

dig, 2019).

Bu bilgilere ek olarak, literatiirde sitotoksisite calismalar1 igin, belirlenen ICso
degerinin 100 pg/ml’nin altinda ¢ikmasinin ¢aligilan bitkinin kayda deger sitotoksik
etki gosterdiginin kaniti olarak degerlendirebilecegi vurgulanmistir (Boyd, 1997;

Ozkan ve dig, 2019). Cizelge 4.1°deki MTT yontemi ile tayin edilen sitotoksite
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sonuglari incelendiginde, Inula viscosa bitkisinin metanol ve su ekstraklarinin A549
hiicre hatt1 lizerinde segici sitotoksik etki gosterdigi sonucu dikkat ¢ekmektedir.
BEAS-2B hiicre hatt1 iizerinde 100 pg/ml’ den biiylik ¢ikan ICso degerleri, A549 hiicre
hatti tizerinde sirasi ile 84,62 pg/ml ve 93,6 png/ml oldugu goriilmektedir. Yani, BEAS-
2B’ nin canliliginin %50’den fazla oldugu konsantrasyon araliginda; A549
hiicrelerinin canliligi %50’nin altina diigmiistiir. Bu durum, Inula viscosa bitkisinin
kanserli akciger A549 hiicreleri i¢in antikanser ajan olarak kullanilabilecegi yoniinde

degerlendirilmistir.

Mevcut tez ¢aligmasi kapsaminda, sitotoksik etkinin tayini ile elde edilen veriler
15181nda; genotoksik ve antigenotoksik etkinin analizini yapmak tizere Inula viscosa
bitkisinin su ve metanol ekstraktlarinin sitotoksik olmayan 10, 25, 50 ve 100 pg/ml’lik
konsantrasyonlar1 kullanilarak BEAS-2B ve A549 hiicre hatlar1 ilizerinde DNA
hasarinin tespiti ve H,O> tarafindan olusturulan DNA hasarina kars1 koruyuculugu
olup olmadiginin arastirilmasi i¢in Comet testi uygulanmistir. Comet testi 6zellikle
son yillarda hiicrelerde oksidatif kaynakli durumlarin neden oldugu genetik hasarin ve
antioksidan aktivite gdosteren bitkisel kaynakli iiriinler tarafindan olusturulan
tyilestirici/koruyucu cevaplarin belirlenmesi i¢in hizl1 ve etkin bir yontem olarak tercih

edilmektedir (Anderson, 1996).

Inula viscosa bitkisinin genotoksik etkisinin arastirildig: tek calisma olan Celik ve
Aslantiirk’lin ¢aligmasinda; bitki ekstresinin 2.5 mg/ml, Smg/ml, ve 10 mg/ml’lik
yuksek konsantrasyonlarinin Allium cepa kok ucu meristem hiicreleri tizerindeki etkisi
kromozomal aberasyon ve mikrocekirdek yontemleri kullanilarak incelenmistir.
Sonuglar kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda, kromozomal aberasyon ve
mikrocekirdek olusum sayisinin 6nemli dlc¢lide indiiklenmis oldugu goriilmektedir.
Allium testi sonuglarina gére kok ucu hiicrelerinde kromozom fragmanlari olugmus,
yapiskan metafaz ve polar sapmalar da gézlenmistir. Sonug olarak, toplam anormal
hiicre sayisinda negatif kontrole kiyasla istatiksel olarak anlamli bir artisa sebep

oldugu goriilmiistiir (Celik ve Aslantiirk, 2010).

Bu tez ¢alismasinda, sitotoksisite analizi i¢in belirlenmis olan 10, 25, 50,100, 250, 500
ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlardan sitotoksik etkinin goriildiigii konsantrasyonlar
elenerek, hiicre canliliginin %50’nin iizerinde oldugu 10, 25, 50 ve 100 pg/ml’lik
konsantrasyonlar secilerek hem BEAS-2B hem de A549 hiicreleri iizerindeki

genotoksik etki comet testi kullanilarak kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve

53



kuyruk momenti parametrelerine gore degerlendirilmistir. Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6,
Sekil 4.7, Sekil 4.8 incelendiginde Inula viscosa bitkisinin su ve metanol ekstraklarinin
BEAS-2B hiicre hatt1 iizerinde kuyruk uzunlugu a¢isindan tiim konsantrasyonlarda
negatif kontrole gore anlamli bir artis gosterdigi ve DNA hasarina sebep oldugu
sonucuna varilirken; kuyruk yogunlugu parametresinde metanol ekstraktinin tiim
konsantrasyonlarinda ve su ekstraktinin 10 ve 25 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda
negatif kontrole gore anlamli artis gosterdigi belirlenmistir. Kuyruk momenti
parametresi agisindan ise sadece su ekstraktinin 10 pg/ml’lik konsantrasyonu negatif
kontrole gore anlamli artisa sebep olmustur. Sonug olarak Inula viscosa bitkisinin
BEAS-2B hiicre hatt1 {izerinde genotoksik hasara sebep oldugu goriilmektedir.
Romero-Jimenez ve arkadaslar cesitli bitkiler iizerinde yapmis oldugu genotoksisite
ve antigenotoksisite ¢aligmalara sonucunda; incelenen bitkiler arasindaki ¢ogu bitkinin
genotoksik etkiye sahip olmadigi sonucuna varirken, halk arasinda kedi otu olarak
bilinen Valeriana officinalis bitkisinin insan endotel hiicreleri izerinde DNA hasari
olusturtugu yani genotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Romero- Jimenez ve dig,

2005).

Inula viscosa bitkisinin su ve metanol ekstraktlarinin A549 hiicreleri {izerindeki
genotoksik etkisine baktigimizda, Cizelge 4.3 ve Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11
incelendiginde; kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu parametrelerine gore su ve
metanol ekstraktlarin yiiksek konsantrasyonlarinda (100 pg/ml) negatif kontrole gore
anlamli bir artis gésterdigi yani DNA hasarina sebep oldugu tespit edilmistir. Bu sonug
yuksek konsantrasyonlarda ortaya c¢ikan genotoksik etkinin gii¢lii bir antioksidan
oldugu bilinen Inula viscosa bitkisinin prooksidan etkisinden kaynaklanabilecegini
diisiindiirmektedir (Jamieson ve dig, 2014; Hadi ve dig, 2007). Inula viscosa bitkisinin
A549 hiicre hatt1 lizerinde bdyle bir genotoksik etki gostermesi kanser hiicrelerinin
dogas1 geregi degisik metabolik yolaklara sahip olmasi ile de agiklanabilmektedir.
Sitotoksik etkinin gozlenmedigi 10-100 pg/ml konsantrasyon araliginda genotoksik
etkinin yiiksek konsantrasyonlarda goriilmesi A549 hiicrelerinin antiproliferasyonu
acisindan beklenilen ve istenilen bir sonuctur. Zhou ve arkadaslarini geleneksel tipta
kullanilan bitkilerin igeriginde bulunan bitkisel ajanlarin, biyolojik agidan aktive
olarak DNA hasar1 yoluyla kanser gelisimini destekleyebilecegini ve bunun da

genotoksisisteye sebep olabilecegini savunmuslardir (Zhou ve dig, 2003).
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Bu tez ¢aligmasinin antigenotoksisite deneyleri kapsaminda; Inula viscosa bitkisinin
su ve metanol ekstraktlarinin BEAS-2B hiicreleri lizerindeki antigenotoksik etkisi
Cizelge 4.4 ve Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 aracilifiyla incelendiginde;
olusturulan hasara kars1 koruyuculugun olmadigi goriilmektedir. Ayni sekilde Cizelge
4.5 ve Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17 incelendiginde, Inula viscosa bitkisinin A549
hiicre hatt1 lizerinde metanol ekstraktinin her {i¢ parametreye gore de en diisiik (10
pg/ml) ve en yiiksek (100 pg/ml) konsantrasyonlarinda koruyuculugunun oldugu
sonucuna varilmaktadir. Mustapha ve arkadaglari, yapmis olduklar1 ¢alismalarda
fenolik bilesiklerin kanser hiicreleri lizerinde DNA hasarini azalttigini comet testini
kullanarak gostermislerdir (Mustapha ve dig, 2014). Bu bilgi 1s18inda, Inula viscosa
bitkisinin metanol ekstraktinin yapisinda bulunan fenolik kaynakli bilesenlerden
dolay1 kanserli akciger A549 hiicrelerini H2O> oksidatif stresine karsi koruyucu etki
sagladig1 goriilmektedir. Ayrica Sassi ve arkadaglari, kan kanseri (I16semi) L1210 hiicre
hatt1 lizerinde halk arasinda ke¢i boynuzu yapragi olarak bilinen Ceratonia siliqua L.
ekstraktinin genotoksik ve antigenotoksik etkilerini incelemislerdir. Sonug olarak,
onemli bir genotoksik etki tespit edilmezken, Ceratonia siliqua L. ekstraktinin L1210
kan kanseri hiicre hatt1 iizerinde H>O; tarafindan indiiklenen DNA hasarin1 azalttig1
goriilmiistiir (Sassi ve dig, 2016). Boylelikle, Inula viscosa bitkisi de literatiide
caligmasi yapilan diger fenolik kapasiteli bitkiler ve bitkisel ajanlar gibi A549 hiicre
hatt1 lizerinde antiproliferatif etkisinin yaninda, antigenotoksik agidan DNA hasarini
azaltic1 etkisiyle akciger kanserinin tedavisinde etkili olabilecek iyi bir bitkisel

adaydir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bitkilerin ya da bitkisel kaynakli iirlinlerin geleneksel tipta cesitli hastaliklarin
tedavisinde ya da hastaliklarin 6nlenmesinde kullanildig1 bilinmektedir. Bitkilerin,
bitkisel kaynakli iiriin ve ajanlarin iceriginde yer alan fenolik yapili bilesikler, onlarin
antioksidan, antimikrobiyal ve antiinflamatuar kapasitelerini arttirmakta ve cesitli
hastaliklara kars1 koruyucu islevi gérmelerini saglamaktadir. Inula viscosa bitkisi de

basta kanser olmak iizere ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir bitkidir.

Bu tez ¢alismasinda, Inula viscosa bitkisinin su ve metanol ekstraklarinin saglikl
akciger (BEAS-2B) ve kanserli akciger (A549) hiicre hatlar iizerindeki sitotoksik,
genotoksik ve oksidatif hasara neden olan hidrojen peroksite (H202) karst
antigenotoksik etkileri acisindan arastirilmistir. Bunun sonucunda, her iki hiicre
hattinda da 10-100 pg/ml konsantrasyon araliginda sitotoksik etki gézlenmezken, 250-
1000 pg/ml konsantrasyon araliginda sitotoksik etki gézlenmistir. Sitotoksik etkinin
gozlenmedigi 10-100 pg/ml konsantrasyon araliginda, BEAS-2B hiicre canliligi A549
hiicre canliliginda fazladir. Ayrica, Inula viscosa bitki ekstraktlarindan metanol
ekstraktt A549 hiicre hatti lizerinde BEAS-2B hiicre hattina kiyasla daha iyi
antiproliferatif etki géstermistir. Diger yandan, Inula viscosa’nin her iki hiicre hatti
tizerinde genotoksik etki gosterdigi, BEAS-2B hiicre hatti iizerinde antigenotoksik
etkinin bulunmadig1 fakat AS549 hiicre hatt1 {izerinde metanol ekstraktinin
antigenotoksik etki gosterdigi saptanmistir. [nula viscosa bitkisinin metanol
ekstraktinin A549 hiicre hatt1 lizerinde BEAS-2B hiicre hattina kiyasla daha fazla
sitotoksik etki ya da daha iyi antiproliferatif etki gdstermesi ve A549 hiicre hatti
tizerinde goriilen antigenotoksik etki, Inula viscosa bitkisinin metanol ekstraktinin
akciger kanserinin tedavisinde kullanilmaya aday iyi bir bitkisel kaynak olabilecegi
tezini dogurmustur. Literatiirde yapilan diger c¢alismalarda cesitli kanser hatlar
tizerinde goriilen Inula viscosa bitkisinin antiproliferatif ve antikanserojenik etkisi bir

kez de bu ¢alisma ile dogrulanmistir.

56



Bu tez calismasi kapsaminda edinilen bilgiler in vitro deneyler sonucunda elde
edilmistir. Sonuglarin tam anlamiyla uygulanabilir olabilmesi i¢in in vitro deneylerin
in vivo hayvan deneyleri ile desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica genotoksik ve
antigenotoksik etki sonuclarinin birden fazla yontemle tayin edilmesi ve sonuglarin
birbirlerini  desteklemesi beklenmektedir. Ayrica, Inula viscosa bitkisinin
ekstraksiyonu asamasinda bitki igeriginde ana bilesen olarak var olan izokostik asit,
tomentosin ve inuviskoid’in varligimin kromatografik yontemlerle analiz edilip
deneylere bu sekilde devam edilebilecegi diisiintilmektedir. [Inula viscosa
ekstraktlarinin insan sagligina olan etkilerini belirlemek ve hiicresel cevabin daha
dogru yorumlanmasi i¢in maruziyet siresi 24, 48 ve 72 zaman araliklariyla
incelenmeli ve bilesenlere maruziyet siliresi ve konsantrasyonu bu sekilde
karsilastirilarak degerlendirilmelidir. Ayrica, sitotoksik etkinin ortaya ¢gikmasina sebep
olan hiicresel mekanizmalar belirlenerek ayrintili incelenmesine, madde muamelesi
edilen konsantrasyonlarin daha ayrintili konsantrasyonlardan olusturulmasina ve
antigenotoksik etkinin A549 hiicre hatt1 {izerinde tam anlamiyla analiz edilebilmesi

icin daha ayrintili calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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